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Resumo 
 
Atualmente, uma das grandes alternativas aos corantes sintéticos utilizados na 
indústria alimentar é a aplicação de corantes naturais obtidos de microrganismos que 
possuem a capacidade de produção de pigmentos fotossintéticos e acessórios.  
A microalga Arthrospira (Spirulina) platensis tem sido amplamente estudada devido 
aos seus grandes teores de proteína e bio-pigmentos. É considerada uma das grandes 
fontes do pigmento-proteína ficocianina, que apresenta uma grande aplicabilidade na 
indústria alimentar. As suas propriedades funcionais, como a antioxidante e a anti-
inflamatória, fazem deste pigmento um dos mais explorados na área da biotecnologia.  
Assim, este trabalho teve como objetivo estudar diferentes técnicas de disrupção 
celular aplicadas à Spirulina, seguidas de extracção, bem como efetuar uma 
comparação entre as mesmas, avaliando as suas vantagens e desvantagens.  
Para além disso, pretendeu-se também estudar o processo de purificação do pigmento 
ficocianina por precipitação de modo a obter uma pureza aceitável para aplicação na 
indústria alimentar.  
As amostras de biomassa utilizadas para os ensaios provieram da empresa A4F – Algae 
for Future, sob a forma de cultura fresca (suspensão aquosa), biomassa em pó seca em 
spray dryer e biomassa granulada seca em solar dryer. 
As maiores quantidades de ficocianina extraídas foram alcançadas pelo método de 
rutura celular com solvente aquoso, tendo-se atingido um total de ficocianina de 76,2 
± 2,4 mg.g-1 peso seco, correspondendo a um rendimento extrativo de 75 %. Estes 
resultados foram alcançados para a biomassa seca em solar dryer. 
O método de disrupção celular por congelamento / descongelamento possibilitou uma 
extracção de 74,4 ± 0,4 mg.g-1 peso seco de ficocianina para o mesmo tipo de biomassa 
supracitada.  
A técnica de disrupção celular usando ultrasons conduziu a rendimentos de extracção 
mais baixos, tendo-se alcançado apenas uma quantidade máxima de ficocianina de 
68,6 ± 3,2 mg.g-1 peso seco para a biomassa seca numa unidade de spray dryer.   
A purificação de ficocianina, efetuada em etapa única com uma solução 60 % saturada 
em (NH4)2SO4, resultou na obtenção de uma razão de pureza máxima de 0,88 com uma 
perda de ficocianina de 12 %, nível este considerado satisfatório para aplicações 
alimentares. 
 
Palavras Chave: Arthrospira platensis, Disrupção Celular, Extração de ficocianina.
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Abstract 
 
Nowadays, one of the major alternatives to synthetic dyes used in food industry are 
natural dyes obtained from microorganisms with the capacity to produce 
photosynthetic pigments and acessories. 
The cyanobacterium Arthrospira (Spirulina) platensis, due to its high contents in 
protein and bio-pigments, has been widely studied. It is considered one of the major 
sources of the protein-pigment phycocyanin, which has a large applicability in the food 
industry due to its functional properties as antioxidant and anti-inflammatory.  
This research aims at the study of different cellular disruption techniques, followed by 
extraction, to obtain phycocyanin and make an evaluation of their advantages and 
disadvantages. 
Besides that, the study of purification processes of phycocyanin using a precipitation 
technique is another aim of this investigation. It is intended to obtain acceptable purity 
for applications in food industry. 
Biomass samples were provided by the company A4F – Algae for Future, as fresh culture 
(aquous suspension) and dry powder from spray dryer and from solar dryer. 
The highest amount of phycocyanin extraction was achieved for aqueous solvent 
disruption method reaching 76.2 ± 2.4 mg.g-1 dry weight. The extraction yield was 
74.5 %. These results were achieved for solar dryer powder. 
The freeze / thawing disintegration method provided a total phycocyanin extraction 
of 74.4 ± 0.4 mg.g-1. These results were achieved for the same dry powder.  
The Sonication method revealed lower extraction yields. The highest amount of 
phycocyanin extracted using this method was 68.6 ± 3.2 mg.g-1 for spray dried powder. 
The purification process, performed in single step with a 60 % saturated (NH4)2SO4 
solution, resulted in a purity ratio of 0.88 with 12 % loss of phycocyanin.  
The values obtained are suitable for food applications. 
 
 
 
 
 
 
Palavras Chave: Arthrospira platensis; Extraction of phycocyanin; Cellular 
disruption. 
 
 
  
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
vii 
 
Declaração 
 
 
 Declaro, sob compromisso de honra, que este trabalho é original e que todas as 
contribuições não originais foram devidamente referenciadas com identificação da 
fonte.  
 
 
 
        de                                    2016 
 
 
 
 
 
                                        Simão Pedro da Cunha Narciso 
 
  
 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
ix 
 
Índice 
 
1 Introdução e Enquadramento ............................................................. 1 
1.1 Enquadramento e Apresentação do Projeto ....................................... 1 
1.2 Legislação de Aditivos Alimentares ................................................. 2 
1.3 Apresentação da empresa A4F, SA .................................................. 3 
1.4 Contributos do Trabalho .............................................................. 4 
1.5 Organização da Tese .................................................................. 4 
2 Contexto e Estado da Arte ................................................................. 5 
2.1 Cianobactérias ......................................................................... 5 
2.1.1 Spirulina platensis: Classificação, Morfologia e Composição .................. 6 
2.1 Cultivo Microalgal ..................................................................... 9 
2.2.1 Fontes Nutricionais .............................................................. 9 
2.2.2 Sistemas de Produção Microalgal ............................................. 11 
2.2.3 Fatores Limitantes do Cultivo de Microalgas ................................ 13 
2.2 Extração e Purificação de Ficocianina............................................. 14 
2.3.1 Ficocianina ....................................................................... 15 
2.3.2 Métodos Mecânicos de Rutura Celular ....................................... 16 
2.3.3 Métodos Não-Mecânicos de Rutura Celular .................................. 17 
2.3.4 Purificação da Ficocianina ..................................................... 19 
3 Descrição Técnica .......................................................................... 21 
3.1 Biomassa Microalgal .................................................................. 21 
3.2 Métodos Analíticos ................................................................... 21 
3.2.1 Quantificação de Ficocianina .................................................. 21 
3.2.2 Quantificação teor total de Ficocianina ..................................... 22 
3.2.3 Extração direta por solvente aquoso ......................................... 23 
3.2.4 Extração com rutura celular por congelamento/descongelamento ...... 24 
3.2.5 Extração com rutura celular por ultrassons ................................. 25 
3.2.6 Quantificação de Proteínas Totais ............................................ 25 
3.2.7 Purificação dos Extratos ....................................................... 27 
4 Resultados e Discussão .................................................................... 29 
4.1 Quantificação total de ficocianina ................................................. 29 
4.2 Avaliação dos solventes para extração de ficocianina .......................... 30 
4.3 Extração de ficocianina .............................................................. 33 
4.3.1 Extração direta por solvente aquoso ......................................... 33 
4.3.2 Extração com rutura celular por congelamento/descongelamento ...... 35 
4.3.3 Extração com rutura celular por Ultrassons ................................. 38 
4.4 Purificação ............................................................................ 41 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
x 
 
4.4.1 Curvas de Precipitação ......................................................... 41 
4.4.2 Purificação dos extratos ....................................................... 42 
5 Conclusão ................................................................................... 47 
6 Sugestões para trabalhos futuros ........................................................ 49 
7 Bibliografia ................................................................................. 50 
ANEXOS ........................................................................................... 57 
Anexo A ........................................................................................... 58 
Preparação das soluções tampão ........................................................... 58 
Anexo B ........................................................................................... 60 
Construção curva calibração para determinação do teor de proteínas. .............. 60 
Anexo C ........................................................................................... 61 
Preparação das soluções de (NH4)2SO4 ..................................................... 61 
 
  
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
xi 
 
Lista de Tabelas 
 
 
 
Tabela 2. 1 - Principais grupos de cianobactérias.. ......................................... 6 
 
Tabela 2. 2 - Comparação das percentagens de proteína em diferentes tipos de 
alimento. .......................................................................................... 8 
 
Tabela 2. 3 - Exemplos de produtores comerciais de Spirulina. ........................... 9 
 
Tabela 2. 4 - Comparação entre os sistemas de produção fechados e os sistemas de 
cultivo a céu-aberto. ........................................................................... 13 
 
Tabela 4. 1 – Quantidade de Ficocianina total extraída para a cultura, pó seco em spray 
dryer e biomassa granulada seca em solar dryer. .......................................... 29 
 
Tabela 4. 2 – Sumarização dos rendimentos de extração de ficocianina obtidos para as 
três soluções tampão estudadas, respectivas concentrações e pH, durante 3 horas 
(parte superior) e 5 horas (parte inferior) de contacto da biomassa com o solvente em 
agitação orbital a 100 rpm. .................................................................... 32 
 
Tabela 4. 3 - Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2, 4 e 24 horas para a 
cultura. Ensaios realizados à temperatura ambiente. ..................................... 34 
 
Tabela 4. 4 – Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2, 4 e 24 horas para o pó 
seco numa unidade spray dryer. Ensaios realizados à temperatura ambiente. ........ 34 
 
Tabela 4. 5 – Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2,4 e 24 horas para a 
biomassa seca num secador solar. Ensaios realizados à temperatura ambiente. ...... 34 
 
Tabela 4.6 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por 
congelamento/descongelamento para a cultura freca. Ensaios realizados com solução 
tampão fosfato de potássio pH 6,5 100 mM. ................................................ 36 
 
Tabela 4. 7 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por 
congelamento/descongelamento para pó seco numa unidade spray dryer. Ensaios 
realizados com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 100 mM. ................... 36 
 
Tabela 4.8 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por 
congelamento/descongelamento para biomassa seca num secador solar. Ensaios 
realizados com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 100mM. .................... 37 
 
Tabela 4. 9 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina na cultura segundo o 
método ultrassónico. ........................................................................... 39 
 
Tabela 4. 10 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina no pó seco em spray 
dryer segundo o método ultrassónico. ....................................................... 39 
 
Tabela 4. 11 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina na biomassa seca em 
solar dryer segundo o método ultrassónico.................................................. 39 
Tabela 4. 12 – Dados referentes ao processo de purificação para as amostras secas em 
spray dryer. ...................................................................................... 45 
 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
xii 
 
Tabela 4. 13 - Dados referentes ao processo de purificação para as amostras secas num 
secador solar. .................................................................................... 45 
 
Tabela B. 1 - Dados referentes à construção da curva de calibração de proteínas. ... 60 
 
 
Lista de Figuras 
 
Figura 2. 1 - Eletromicrografia de uma cianobactéria. ..................................... 5 
 
Figura 2. 2 - Spirulina platensis ................................................................ 7 
 
Figura 2. 3 - Sistemas de produção de microalgas. ........................................ 11 
 
Figura 2. 4 - Estrutura e localização dos ficobilissomas. .................................. 15 
 
Figura 2. 5 - Estrutura química da molécula do pigmento ficocianina. ................. 16 
 
Figura 4. 1 - Ensaio de extração total de ficocianina referente à biomassa húmida no 
meio de cultura………………………………………………………………………………………………………….. 30 
 
Figura 4. 2 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em 
solvente aquoso de fosfato de sódio a diferentes concentrações, pH 6,3 e agitação 
orbital a 100 rpm durante 3 e 5 horas de contacto. ....................................... 30 
 
Figura 4. 3 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em 
solvente aquoso de fosfato de potássio a diferentes concentrações, pH 6,5 e agitação 
orbital a 100 rpm durante 3 e 5 horas de contacto. ....................................... 31 
 
Figura 4. 4 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em 
solvente aquoso de acetato de sódio-ácido acético a diferentes concentrações, pH 6,0 
e agitação orbital a 100 rpm durante 3 e 5 horas de contacto. .......................... 31 
 
Figura 4. 5 - Sobrenadante resultante da extração com solução tampão fosfato de 
potássio pH 6,5, 100 mM, ao fim de 3 horas. ............................................... 33 
 
Figura 4. 6 - Comparação da ficocianina extraída entre o método de rutura celular por 
aplicação de solvente aquoso (4 horas) e 3 ciclos de congelação/descongelação. .... 38 
 
Figura 4. 7 - Curva de ficocianina no precipitado e sobrenadante em função das 
diferentes concentrações de sal (NH4)2SO4. ................................................. 41 
 
Figura 4. 8 - Resultados obtidos para a purificação dos extratos de ficocianina com 
origem em biomassa seca em spray dryer. .................................................. 43 
 
Figura 4. 9 - Resultados obtidos para a purificação dos extratos de ficocianina com 
origem em biomassa seca em solar dryer. ................................................... 43 
 
Figura 4. 10 -Extratos após precipitação com solução 60 % (NH4)2SO4. .................. 43 
 
Figura B. 1 - Curva de calibração usada para determinação do teor de proteínas totais 
nas amostras. .................................................................................... 60 
 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
xiii 
 
Notação e Glossário 
𝐴𝑏𝑠 280 Absorvância da amostra no comprimento de onda de 280 nm 
𝐴𝑏𝑠 620 Absorvância da amostra no comprimento de onda de 620 nm 
𝐴𝑏𝑠 652 Absorvância da amostra no comprimento de onda de 652 nm 
𝐴𝑏𝑠 750 Absorvância da amostra no comprimento de onda de 750 nm 
𝐵𝑆 Massa de biomassa correspondente ao seu peso seco 
[𝐹𝐶] Concentração de Ficocianina 
𝐹𝐶𝐸 Quantidade de Ficocianina extraída 
𝑅 Rendimento de Extração  
𝑅𝑃 Razão de Pureza 
𝑉 Volume da Amostra  
 
Lista de  Unidades  
 
ᵒC Graus Celsius 
cm Centímetro 
g Grama 
h Horas 
ha Hectare 
kg Quilograma 
kHz Quilohertz 
L Litro 
m Metro 
mg Miligrama 
min Minuto 
mL Mililitro 
mM Milimolar 
mol Mole 
nm Nanómetro 
rpm Rotações por minuto 
 
Lista de Siglas 
 
C/D Congelamento / descongelamento  
FBR Foto-bioreactor 
FC Ficocianina 
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1 Introdução e Enquadramento 
 
1.1 Enquadramento e Apresentação do Projeto 
  
Cada vez mais a indústria alimentar assume um papel importante nas escolhas e 
hábitos alimentares da população. É por isto fundamental a disponibilização de 
alternativas mais saudáveis para a integração nas estratégias nacionais de promoção 
de estilos de vida saudável. Atualmente, um dos maiores critérios de aceitação de um 
produto alimentar passa pela cor e aspeto visual que apresenta. 
Como forma de coloração alimentar podem ser utilizados aditivos sintéticos que não 
apresentam valor nutricional e cujo único objetivo é conferir cor ao alimento tornando-
o mais atrativo. Por esse motivo, do ponto de vista medicinal, os corantes artificiais 
não são recomendados, justificando-se o seu uso devido exclusivamente ao poder 
económico e tecnológico (Becker, 2004). 
Com a necessidade de substituir estes aditivos artificiais, a indústria alimentar 
começou a utilizar pigmentos naturais, corantes que podem ser encontrados em 
diversos microrganismos, como as microalgas (Becker, 2004).  
As microalgas são algas de dimensões microscópicas, abundantes nos sistemas 
aquáticos e importantes constituintes do plâncton. São organismos vegetais e, como 
tal, fotossintéticos. De uma forma simplificada, o seu crescimento requer 
essencialmente luz, dióxido de carbono (CO2) e água, sendo as principais responsáveis 
pela emissão de oxigénio para a atmosfera (Neto, 2011). 
As primeiras observações de microalgas foram relatadas à cerca de 340 anos pelo 
pioneiro holandês do microscópio, Antoni van Leeuwenhoek, que em 1674, numa carta 
para a Royal Society escreveu ter colhido amostras de água de um lago local, nas quais 
encontrou "animalcules" verdes no meio e branco em torno. Espécies de Euglena 
estavam entre os primeiros protistas a serem visualisados. O estudo destes 
microrganismos tem vindo a intensificar-se, tendo sido descobertas novas variedades 
de microalgas com a capacidade de produção de diferentes compostos naturais (Neto, 
2011). 
Com mais de 40 000 espécies já identificadas e com muitas ainda por descobrir, as 
algas são classificadas em grupos com base na sua coloração e natureza das substâncias 
de reserva que apresentam: cianobactérias (Cyanophyceae), algas verdes 
(Chlorophyceae), diatomáceas (Bacillariophyceae), algas amarelo-esverdeadas 
(Xanthophyceae), algas douradas (Chrysophyceae), “pico-plâncton” (Prasinophyceae e 
Eustigmatophyceae), algas vermelhas (Rhodophyceae), dinoflageladas (Dinophyceae) 
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e algas castanhas (Phaeophyceae) (Guimarães et al., 2009; Hu et al., 2008). 
Nos últimos anos, tem sido focado muito interesse no potencial biotecnológico das 
microalgas não só devido à identificação de diversas substâncias sintetizadas por estes 
organismos mas também devido às vantagens do seu cultivo comparativamente a 
outros vegetais (Derner et al., 2006) nomeadamente: (a) ciclos de vida muito rápidos, 
o que resulta numa produtividade muito elevada por unidade de área; (b) natureza 
maioritariamente unicelular, assegurando uma biomassa com composição bioquímica 
semelhante e, (c) captação de CO2 de uma forma mais eficaz do que outros vegetais 
mais complexos (Neto, 2011). 
Apesar da grande variabilidade de microalgas existentes, é utilizado apenas um grupo 
restrito de espécies para cultivo industrial. As algas verdes, pertencentes à classe 
Clorofíceas, são um exemplo de microalgas já utilizadas na indústria biotecnológica. 
Como principais exemplos incluem-se: Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis e 
Dunaliella salina. Para além destas, são ainda largamente utilizadas as espécies 
intermediárias de cioanobactérias, como Spirulina platensis e plantas aquáticas como 
a Aphanizomenon flos-aquae (Christaki et al., 2013). 
Estes microrganismos têm a capacidade de produzir uma grande variedade de 
compostos, nomeadamente: ácidos gordos poli-insaturados, esteróis, pigmentos, 
proteínas, enzimas, vitaminas e antioxidantes, que são parte constituinte de produtos 
biológicos de nutrição facilmente encontrados no mercado (Christaki et al., 2013; De 
Jesus Raposo et al., 2013; Guedes et al., 2011). 
Alguns componentes bioativos sintetizados por microalgas possuem também inúmeras 
propriedades, designadamente: anti-inflamatória, antivírica, antimicrobiana 
antitumoral, que permitem a sua aplicação em formulações farmacêuticas. Na 
indústria alimentar, conferem aos produtos propriedades medicinais que corantes 
sintéticos não são capazes de fornecer (Guedes et al., 2011).  
O presente trabalho tem como objetivo o estudo de métodos de disrupção celular com 
vista à extracção do corante azul ficocianina da Arthrospira platensis. Com este 
trabalho, pretende-se contribuir para aumentar as opções de escolha no que diz 
respeito à coloração alimentar. 
 
1.2 Legislação de Aditivos Alimentares 
 
A utilização de aditivos nos alimentos é regulada por legislação própria, tanto em 
Portugal como em todos os países da União Europeia. Segundo o Regulamento nº 
1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, qualquer aditivo para que possa ser 
utilizado no processamento de alimentos, deve fazer parte de uma lista autorizada 
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para tal efeito. Estas listas são específicas para cada um dos grupos de alimentos e 
indicam os teores máximos permitidos para cada aditivo.  
A autorização é concedida mediante a demonstração da inocuidade para a saúde do 
consumidor, através da realização de estudos toxicológicos rigorosos feitos por 
autoridades reconhecidas, nomeadamente a Autoridade Europeia para a Segurança dos 
Alimentos (EFSA). Depois de autorizados, os aditivos podem ser alvo de uma 
reavaliação, caso surja alguma suspeita sobre a sua inocuidade. 
Atualmente, a regulamentação supracitada harmoniza a utilização de aditivos 
alimentares em géneros alimentícios na comunidade. Todos os aditivos alimentares 
deverão ser abrangidos pelo regulamento em causa e, por conseguinte, a lista das 
classes funcionais deverá ser atualizada à luz do progresso científico e dos avanços 
tecnológicos. 
 
1.3 Apresentação da empresa A4F, SA 
 
A A4F - Algae for Future, SA é uma empresa portuguesa de bioengenharia com mais de 
15 anos de experiência na investigação, desenvolvimento, produção industrial e 
marketing em microalgas e produtos à base de microalgas.  
Esta empresa surgiu de uma spin-out da Necton, SA. para se dedicar unicamente ao 
desenvolvimento e implementação de projetos ligados à produção industrial de 
biomassa microalgal. 
A sua área de investigação é muito alargada, trabalhando com várias espécies de 
microalgas, águas doce, salina, hipersalinas e outras, em condições autotróficas, 
heterotróficas e mixotróficas e ainda com as mais avançadas soluções tecnológicas de 
produção, nomeadamente: fotobiorreatores do tipo flat-panel e tubulares, race-ways 
em cascata e fermentadores.  
A A4F e a Secil desenvolveram em conjunto, desde 2007, um projeto de biotecnologia 
para reduzir as emissões de dióxido de carbono (CO2) para a atmosfera, através da 
produção de microalgas na Algafarm, instalada junto à fábrica de cimento Cibra, em 
Pataias, na região de Leiria. 
Atualmente, esta unidade tem uma capacidade de produção de biomassa microalgal 
de 1300 m3 numa área total de 1 ha. Esta biomassa é posteriormente utilizada em 
aplicações alimentares. 
Mais recentemente, desde 2015, um outro projeto da A4F consiste na construção de 
uma unidade de I&D em Rabat, com a capacidade de 6 m3, em parceria com a Fundação 
MASciR (Moroccan Foundation for Advanced Science, Innovation and Research) (“A4F 
Algae for Future, 2016”). 
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1.4 Contributos do Trabalho 
 
Com este trabalho, pretende-se contribuir para o estado da arte do tema nos seguintes 
pontos:  
 
 Caracterização da biomassa de Spirulina platensis para extração e purificação 
de ficocianina; 
 
 Estudo das diferentes técnicas de rutura celular para obtenção de pigmentos 
fotossintéticos, nomeadamente ficocianina; 
 
 Comparação entre as diferentes técnicas de disrupção celular e extracção de 
pigmentos e indicação das vantagens e desvantagens de cada uma delas; 
 
 Estudo do processo de purificação por precipitação com várias percentagens de 
saturação de agente precipitante. 
 
1.5 Organização da Tese 
 
O presente trabalho encontra-se dividido em quatro capítulos principais.  
No capítulo 1 foi efetuado um enquadramento e apresentação do projeto e, para além 
disso, foi realizada uma abordagem sucinta à empresa que contribuiu para a realização 
da dissertação.  
No capítulo 2 incidiu-se na contextualização do tema. É apresentado parte do 
conhecimento teórico sobre o projeto e ainda o estudo teórico dos processos de 
extração e purificação do pigmento ficocianina. Este estudo tornou-se relevante para 
o desenvolvimento do trabalho laboratorial.  
No capítulo 3 apresenta-se a descrição técnica de todo o trabalho realizado bem como 
algumas das fórmulas matemáticas utilizadas para obtenção de resultados.  
No capítulo 4 expõem-se e discute-se os resultados obtidos do estudo. Faz-se uma 
breve comparação entre os métodos de rutura celular estudados indicando-se também 
algumas vantagens e desvantagens dos mesmos. 
Por fim, no capítulo 5 exibem-se as principais conclusões do trabalho e refere-se ainda 
se os objetivos inicialmente propostos foram atingidos. Apresentam-se algumas 
limitações do trabalho e propostas para estudos futuros que possam estar ligados ao 
tema em causa.  
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2 Contexto e Estado da Arte  
 
2.1 Cianobactérias 
 
As cianobactérias (Figura 2.1), também conhecidas por algas verde-azuladas, são 
microrganismos procariotas, fotoautróficos, oxigénicos e com parede celular 
semelhante às bactérias gram-negativas (Abed et al., 2009). Devido à sua grande 
distribuição geográfica, podem ser encontradas numa ampla diversidade de ambientes, 
desde ecossistemas terrestres, água doce e marinhos até mesmo em habitats extremos, 
nomeadamente fontes termais, desertos, regiões tropicais e polares (Miranda, 2014). 
A capacidade destes microrganismos realizarem tanto o processo fotossintético como 
a fixação de azoto para obtenção de 
energia, juntamente com os seus 
mecanismos eficientes de absorção de 
nutrientes e adaptação a baixa 
intensidade luminosa, faz deles um 
sistema biológico de elevada 
produtividade e eficiência (Pandey et 
al., 2013).  
A grande diversidade de cianobactérias 
possibilita a existência de diferentes 
morfologias, desde a forma unicelular 
até à filamentosa (Tabela 2.1). 
Enquanto as formas unicelulares se apresentam como células individuais, suspensas ou 
em agregados, as cianobactérias filamentosas podem apresentar uma bainha, sendo o 
“filamento” celular designado por tricoma (Abed et al., 2009; Tazawa et al., 2011).  
Para possibilitar o processo fotossintético, nestes microrganismos estão presentes 
diferentes tipos de pigmentos, nomeadamente: (i) clorofila-a, responsável pela 
coloração verde (Wada et al., 2013), (ii) ficobiliproteínas, nas quais se engloba a 
ficocianina responsável pela coloração azul (Colyer et al., 2005) e (iii) carotenóides, 
substâncias lipossolúveis que conferem variadas cores desde o amarelo até ao castanho. 
A função destes pigmentos está relacionada com a absorção de energia da radiação 
solar (D’Alessandro et al., 2016; Tóth et al., 2015). 
As ficobiliproteínas são o maior grupo de pigmentos presentes nas cianobactérias. Estes, 
também considerados como proteínas, podem alcançar cerca de 60 % do teor proteico 
total destes microrganismos (Colyer et al., 2005). De acordo com a cor e capacidade 
de absorção de energia, as ficobiliproteínas estão divididas em quatro grupos principais 
Figura 2. 1 - Eletromicrografia de uma 
cianobactéria. Obtido de Singh et al., 2005. 
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(Sinha et al., 2011): (i) ficoeritrina – pigmento vermelho, (ii) aloficocianina – pigmento 
azulado, (iii) ficocianina – pigmento azul e (iv) ficoeritrocianina – pigmento laranja 
(Simeunović et al., 2012).  
Tais características tornam as cianobactérias organismos muito importantes a nível 
ecológico e económico. Do primeiro ponto de vista por desempenharem um papel 
fundamental no ciclo do carbono, oxigénio e azoto e, economicamente, pela grande 
diversidade de aplicações biotecnológicas destas microalgas como p.ex. corante 
natural na indústria alimentar e cosmética e marcador seletivo utilizado em técnicas 
sensíveis de fluorescência, usadas em ensaios imunológicos (Pandey et al., 2013).  
 
Tabela 2. 1 - Principais grupos de cianobactérias. Adaptado de S. Singh, Kate, & Banerjee, (2005). 
Classificação de Cianobactérias 
Morfologia Reprodução Ordem Género 
Unicelular ou 
Colonial 
Fissão Binária Chroococcales 
Gloeobacter 
Chroococcus 
Microcystis 
Unicelular ou 
Colonial 
Fissão Múltipla Chamaesiphonales 
Chamaesiphon 
Pleurocapsales 
Dermocarpa 
Filamentosa Tricoma 
Oscillatoriales 
Spirulina 
Oscillatoria 
Microcoleus 
Filamentosa 
(Heterocistos) 
Fragmentação 
do Tricoma 
Nostocales  
Anabaena 
Nostoc 
Cylindrospermum 
Filamentosa 
(Acinetos) 
Fragmentação 
do Tricoma 
Stigonematales 
Westella 
Fischerella 
 
2.1.1 Spirulina platensis: Classificação, Morfologia e Composição  
 
A Spirulina, principalmente da espécie Arthrospira (Spirulina) platensis é uma das 
microalgas comestíveis que tem sido utilizada na alimentação humana e animal ou 
suplemento dietético por longo tempo (Gershwin & Belay, 2008), principalmente 
devido ao seu elevado teor de proteínas, 60-65 % de peso seco (Oliveira et al., 2009). 
Esta espécie de microalga pertencente à Filo Cyanobacteria (Belay, 2002) tem como 
preferência meios aquáticos, inseridos em climas tropicais e subtropicais, com teores 
de carbonato e bicarbonato elevados, assim como de pH (por vezes superior a 11) e 
salinidade (Ali & Saleh, 2012). Estas condições do meio tornam o cultivo monoalgal em 
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larga escala da Spirulina muito atrativo pois os habitats extremos inibem o crescimento 
de microrganismos indesejados, incluindo outras espécies de microalgas (Vonshak, 
2013). Para além das condições extremas de cultivo, é ainda possível promover o 
crescimento desta espécie sob mecanismos de autotrofia, heterotrofia e mixotrofia 
(Kim, 2015). Na presença de glicose e baixa intensidade luminosa, a taxa específica de 
crescimento de uma cultura mixotrófica consegue ser duas vezes superior à de uma 
cultura autotrófica (Marquez et al., 1993). 
A Spirulina presenta uma configuração filamentosa não ramificada (Figura 2.2), cuja 
característica fundamental do género é a disposição em hélice invertida dos tricomas 
multicelulares cilíndricos (Vonshak, 2013).  
 
 
Figura 2. 2 - Spirulina platensis (Retirado de fineartamerica.com). 
 
No que diz respeito à composição nutricional, as primeiras investigações iniciaram-se 
no ano de 1970, tendo-se logo constatado a riqueza destes microrganismos em 
diferentes compostos, designadamente: proteínas (55 % - 70 %), hidratos de carbono 
(15 % - 25 %), ácidos gordos essenciais (18 %), vitaminas, minerais e pigmentos (Ali & 
Saleh, 2012; Belay, 2002; Vonshak, 2013). A sua elevada composição proteica, 
comparativamente com outros alimentos (Tabela 2.2), faz deste microrganismo uma 
das melhores soluções para produção de suplementos alimentares de alta qualidade 
(Falquet, 2006). 
Estas microalgas representam também uma fonte valiosa de vitaminas essenciais (A, 
B1, B2, B6, B12, C, E, biotina, ácido fólico) (Becker, 2004; Falquet, 2006; Kim, 2015). 
Estas, juntamente com o elevado teor proteico, provam o valor nutricional das células 
destas microalgas. No entanto, as concentrações destes compostos variam de acordo 
com fatores ambientais e processos de extração e purificação (Silva, 2008) 
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Para além disso, estes microrganismos contêm lípidos que representam entre 6%-8% do 
peso seco da Spirulina (Hudson & Karis, 1974). A composição total de lípidos é 
caracterizada por um bom equilíbrio entre os ácidos gordos saturados e ácidos gordos 
poli-insaturados (Charpy et al., 2008) sendo divididos em duas frações: saponificável 
(representando um total de 83%) e não saponificável (correspondendo a 17 %). A 
presença de lípidos nestas microalgas faz delas uma potencial fonte de produção de 
biodiesel (Falquet, 2006).  
 
 
Tabela 2. 2 - Comparação das percentagens de proteína em diferentes tipos de alimento. Retirado de 
Vonshak, 2013. 
 
A Spirulina tem uma parede celular macia feita de açúcares complexos e proteína 
(Zhen-Yuan et al., 2002) e contém cerca de 15 a 20 % de hidratos de carbono, em peso 
seco, a maioria dos quais polissacáridos (Cohen, 1997). Além dos polissacáridos, a 
Spirulina também pode produzir um grande número de compostos de valor 
acrescentado, tais como a ficocianina, carotenóides e lípidos, que contêm ácidos 
gordos essenciais (ácido linoleico e ácido gama-linolénico). Atualmente, esta microalga 
está a receber mais atenção por causa de suas diferentes propriedades medicinais e 
nutricionais (Chirasuwan et al., 2007). A Arthrospira platensis é um dos principais 
microorganismos, com resultados interessantes no tratamento de certos tumores, 
infecções virais, e imunodeficiência (Parages et al., 2012). 
 
 
 
Tipo de Alimento % Proteína 
Spirulina em pó 65 
Ovo 47 
Levedura de Cerveja 45 
Leite em pó desnatado 37 
Farinha de Soja 36 
Queijo Parmesão 36 
Gérmen de Trigo 27 
Amendoim 26 
Frango 24 
Peixe 22 
Carne Bovina 22 
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2.1  Cultivo Microalgal 
 
Atualmente estão disponíveis várias técnicas para o cultivo de microalgas (Silva, 2008). 
A escolha da técnica mais adequada baseia-se principalmente na estirpe de microalga 
a cultivar e no tipo de mercado no qual vai ser aplicado o produto final.  
O meio de cultura, a manutenção dos parâmetros bióticos e abióticos e o sistema de 
cultivo são os principais aspetos a ter em conta no cultivo de microalgas (Pires, 2015). 
O cultivo comercial de Spirulina é efetuado em diferentes países, podendo alcançar 
uma produção total anual de algumas centenas de toneladas (Shimamatsu, 2004; 
Vonshak et al., 1988). Na Tabela seguinte estão sumarizadas algumas das principais 
empresas produtoras desta microalga à data de 2004.  
 
Tabela 2. 3 - Exemplos de produtores comerciais de Spirulina. Adaptado de Shimamatsu, (2004). 
 
 
2.2.1 Fontes Nutricionais   
 
O crescimento e produção de biomassa microalgal requer nutrientes presentes no meio 
aquoso e facilmente acessíveis pelas células (Tahir, 2014). Para além do tipo de 
nutrientes, a quantidade e proporções relativas são também fatores importantes para 
o desenvolvimento celular (Pires, 2015).  
Os nutrientes essenciais para o crescimento de biomassa dependem da espécie em 
cultivo, sendo os principais: carbono, azoto e fósforo. As necessidades nutricionais de 
crescimento algal apresentam-se divididas tipicamente em macronutrientes e 
micronutrientes (de la Noue et al., 1988). 
 
Empresa Localização 
Spirulina Mexicana (Sosa Texcoco) SA México 
Siam Algae Co., Ltd. Tailândia 
Nippon Spirulina Co., Ltd. Japão 
Cyanotech Corporation E.U.A 
Blue Continent Co., Ltd. Taiwan 
Parry Agro Industries Ltd. India 
Hainan DIC Microalgae Co., Ltd. China 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
10 
 
Macronutrientes 
 
São o tipo de nutrientes mais importantes e a sua ausência no meio de cultivo altera 
por completo o crescimento microalgal. Nesta categoria incluem-se: carbono, azoto e 
fósforo, associados ao hidrogénio e oxigénio (Tahir, 2014).  
O carbono constitui cerca de 50 % em peso da biomassa algal, sendo por isso 
considerado um nutriente essencial. Este macronutriente está implicado na formação 
de compostos metabólicos essenciais, como hidratos de carbono, proteínas e lípidos 
(Becker, 1994). 
Na produção microalgal fotossintética, o dióxido de carbono é a fonte de carbono mais 
usual, sendo normalmente providenciada sob a forma de CO2 puro ou através da 
mistura ar/CO2 (Chen et al., 2010). 
A Spirulina, diferenciando-se das outras de espécies de microalgas, possui ainda a 
capacidade de utilizar o composto bicarbonato de sódio a pH alcalino, como fonte de 
carbono (Ciferri, 1983).  
O azoto é o segundo macronutriente mais influente no crescimento microalgal, 
constituindo entre 7 % - 10 % da biomassa em peso seco. Trata-se de um elemento 
fundamental ao nível da síntese proteica e de ácidos nucleicos (Pires, 2015). A ausência 
deste nutriente conduz à acumulação lipídica e/ou hidratos de carbono e redução do 
teor proteico nas microalgas (Li et al., 2008). 
Encontra-se normalmente disponível na forma de nitrato, nitrito, sais de amónio ou 
ureia (Tahir, 2014). Contudo, dependendo da fonte de azoto, a composição celular, 
estabilidade e taxa de crescimento da cultura são alteradas (Borowitzka et al., 2013).   
O fósforo corresponde a um macronutriente detentor de um papel fundamental em 
processos metabólicos essenciais, nomeadamente na formação de compostos 
estruturais e funcionais, como ácidos nucleicos, fosfolípidos e outros (Hu, 2004). Este 
elemento é providenciado às culturas microalgais sob sais inorgânicos, normalmente 
na forma ortofosfato (PO4
3-) (Tahir, 2014). 
A par do azoto, o fósforo é considerado um nutriente limitante em zonas de 
crescimento não controladas (Pires, 2015). 
 
 
Micronutrientes 
 
Representam um conjunto de compostos necessários ao crescimento e atividade 
metabólica das células microalgais (Grobbelaar, 2004). São exemplos de 
micronutrientes o cálcio, ferro e magnésio (Costa et al., 2013; Pires, 2015). 
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Dos exemplos citados, o ferro é um micronutriente com um papel fundamental na 
composição bioquímica da célula devido às suas características redox e intervenção 
em processos celulares, nomeadamente: fotossíntese, respiração celular e síntese de 
ácidos nucleicos (Pires, 2015).  
Segundo vários autores (Hardie et al., 1983; Hu, 2004), em situações em que a 
concentração de ferro se torne limitante, pode ocorrer a degradação de pigmentos 
fotossintéticos como a ficocianina-c e clorofila-a. 
 
2.2.2 Sistemas de Produção Microalgal  
 
Atualmente, os sistemas de produção de microalgas (figura 2.3) podem ser de dois 
grandes tipos: sistemas a céu-aberto (p. ex. lagoas naturais, lagos circulares e lagos 
do tipo raceway) e sistemas fechados denominados por foto-bioreatores (FBRs) (Mata 
et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os sistemas fechados apresentam melhores desempenhos comparativamente com os 
sistemas de cultivo a céu aberto de uma série de pontos de vista. A maior facilidade 
no controlo dos parâmetros de crescimento, a elevada razão superfície/volume e a 
redução da probabilidade de contaminação são apenas algumas das vantagens dos FBRs 
(Chisti, 2008). 
Apesar das vantagens apresentadas, nem sempre a escolha recai sobre os sistemas 
fechados. Estes sistemas apresentam limitações que devem ser tidas em conta antes 
de serem empregues no cultivo em massa de microalgas (Mata et al., 2010). De entre 
1) 
2) 
3) 
Figura 2. 3 - Sistemas de produção de microalgas. 1) “circular-ponds” (retirado de Kim, 2015);                      
2) “raceway-ponds” (retirado de www.makebiofuel.co.uk); 3) foto-biorreatores (retirado de www.a4f.pt). 
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as várias limitações, surgem essencialmente: problemas associados ao 
sobreaquecimento, dificuldades no scale-up (Ugwu et al., 2008), elevados custos de 
construção e produção (Ogbonna et al., 2015) e danos celulares provocados por tensões 
de corte (Mata et al., 2010). 
Relativamente aos sistemas de cultivo a céu aberto, apesar de terem rendimentos de 
produção mais baixos, continuam a ser os mais empregues na produção comercial de 
Spirulina (Posten et al., 2015). A grande aplicabilidade destes sistemas de cultivo está 
diretamente relacionada com os baixos custos de construção e operação, maior 
facilidade de manuseamento e tempos de vida superiores comparativamente aos FBRs 
(Tredici, 2004).  
Os sistemas de cultivo a céu aberto apresentam também algumas limitações que devem 
sempre ser tidas em consideração. O maior risco de contaminação por fungos, 
bactérias e protozoários é uma das principais limitações destes sistemas de cultivo 
(Richmond, 2004).  
Para além disto, e de acordo com o mesmo autor, os sistemas de cultivo a céu aberto 
são mais suscetíveis às condições ambientais, impossibilitando, deste modo, o controlo 
da temperatura do meio de crescimento, fenómenos de evaporação e iluminação.  
De modo a sumarizar a comparação entre os dois sistemas de cultivo foi construída a 
Tabela 2.4 onde se apresentam algumas vantagens e desvantagens dos mesmos. 
O cultivo de microalgas pode ainda ser efetuado segundo dois modos de operação: 
batch ou contínuo. As culturas a operar em modo batch apresentam algumas vantagens, 
nomeadamente: (i) maior grau de controlo, (ii) regulação e manutenção das taxas de 
crescimento por longos períodos de tempo e (iii) resultados mais fiáveis e facilmente 
reprodutíveis (Chisti, 2012). 
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Tabela 2. 4 - Comparação entre os sistemas de produção fechados e os sistemas de cultivo a céu-aberto. 
Adaptado de Borowitzka, 1999 e Kim, 2015. 
 
 
Parâmetro 
Sistemas 
Fechados 
Sistemas abertos 
Impacto  
Ambiental 
Razão 
Área/Volume 
Elevada (20-200 m-
1) 
Baixa (5-10 m-1) 
Pegada hídrica Baixa Elevada 
Perdas CO2 Baixa Elevada 
Questões  
Biológicas 
Espécies algais Flexível Restrita 
Contaminações Baixo Risco Elevado Risco 
Produtividade de 
biomassa 
Elevada Baixa 
Composição da 
biomassa 
Reprodutível Variável 
Questões 
Processuais 
Controlo da 
temperatura 
Sim Não 
Dependência das 
condições 
ambientais 
Menor Maior 
Necessidade 
energética 
Elevada Baixa 
Controlo 
processual 
Fácil Difícil 
Custos 
Investimento Elevado Baixo 
Operação Elevado Baixo 
Colheita Elevado Baixo 
 
 
2.2.3 Fatores Limitantes do Cultivo de Microalgas 
 
Independentemente do sistema de cultivo implementado, a produção em massa de 
microalgas tem em conta diversas considerações ambientais. Fatores físico-químicos e 
biológicos têm um papel preponderante no processo fotossintético, taxa de 
crescimento, atividade metabólica e composição celular das microalgas (Juneja et al., 
2013). 
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Tendo em conta a finalidade dos produtos extraídos destes microrganismos, torna-se 
imperativa a otimização e manutenção destes parâmetros durante o período de cultivo 
(Singh et al., 2015). 
A temperatura é uma das variáveis mais importantes no crescimento microalgal, 
desempenhando um papel decisivo na atividade enzimática e conformação de 
estruturas vitais das células algais (Davison, 1991).  
Estudos efetuados com o intuito de avaliar o efeito da temperatura na cianobactéria 
Spirulina platensis revelaram uma temperatura ótima de crescimento de 32 C. Para 
a mesma temperatura, verificou-se ainda que o teor de proteínas na microalga atingiu 
o valor mais elevado. Culturas sujeitas a temperaturas mais baixas (20 C) podem 
colapsar e evidenciar uma longa fase de latência (Orosco et al., 2003). 
A intensidade e qualidade luminosa são também fatores limitantes no crescimento 
microalgal, não só devido à sua influência na concentração e produtividade celulares, 
mas também na sua ação sobre a quantidade de pigmentos presentes na microalga 
(Ravelonandro et al., 2008). A atividade fotossintética microalgal aumenta à medida 
que a intensidade luminosa também aumenta. Contudo, intensidades elevadas 
provocam a degradação dos recetores luminosos presentes nos cloroplastos, inibindo 
desta forma o processo fotossintético (Singh et al., 2015). 
O crescimento microalgal em massa não se limita a fatores químicos e biológicos. A 
agitação é um parâmetro físico preponderante em sistemas de cultura a céu-aberto de 
elevada densidade celular (Singh et al., 2015).  
Os sistemas de homogeneização têm a funcionalidade de promover a mistura rápida 
das células e distribuir uniformemente nutrientes essenciais e energia luminosa. A 
otimização deste parâmetro é fundamental de modo a evitar a destruição de células 
microalgais provocada por tensões de corte promovidas pelos sistemas de 
homogeneização (de la Noue et al., 1988; Vonshak, 2013). 
 
2.2 Extração e Purificação de Ficocianina  
 
Um dos grandes problemas subjacentes à produção de compostos de valor 
acrescentado a partir de microalgas é a forma de os produzir por meio de processos 
suficientemente baratos, que sejam capazes de cativar o interesse do mercado 
(Guedes et al., 2011). 
Sendo a ficocianina (FC) um produto intracelular, torna-se necessária a 
implementação de processos capazes de promover a rutura da parede celular (Silva, 
2008).  
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O processo de isolamento deste pigmento envolve várias etapas, nomeadamente: 
desintegração celular, isolamento primário, purificação, secagem e caracterização do 
produto final (Kuddus et al., 2012).  
Tendo em conta a natureza dos microrganismos e a finalidade do produto, uma ampla 
variedade de métodos mecânicos e não-mecânicos podem ser aplicados na extração 
de ficocianina (Kuddus et al., 2012; Sarada et al., 1999).  
Em operações a larga-escala, os métodos de desintegração mecânica continuam a ser 
os mais aplicados devido aos baixos custos operatórios e à necessidade de obtenção de 
elevados rendimentos extrativos (Moraes et al., 2011; Sarada et al., 1999; Sivasankari 
et al., 2014). 
De um ponto de vista económico é fundamental o conhecimento das diferentes 
alternativas existentes de forma a otimizar o processo extrativo, ou seja, minimizar os 
custos e maximizar o rendimento (Moraes et al., 2010). 
 
2.3.1 Ficocianina 
 
Similarmente às plantas ou às microalgas eucariotas, as cianobactérias realizam a 
fotossíntese para obtenção de energia. No entanto, ao invés de possuírem cloroplastos, 
estas microalgas apresentam uma estrutura membranosa, os tilacóides, nos quais se 
encontram os ficobilissomas (Figura 2.4), complexos moleculares para captação de 
energia luminosa (MacColl, 1998).  
 
 
Figura 2. 4 - Estrutura e localização dos ficobilissomas. Retirado de MacColl 1998. 
 
As ficobiliproteínas, também denominadas por ficobilinas, pertencem à família de 
pigmentos de natureza proteica, solúveis em água e muito fluorescentes, nas quais se 
englobam a ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina (MacColl, 1998).  
A ficocianina apresenta um cromóforo ligado a uma apoenzima através de uma ligação 
tioéster. A sua estrutura básica consiste em duas subunidades em forma de hélice, 
denominadas por alfa (α) e beta (β) (Chaiklahan et al., 2012; Duangsee et al., 2009). 
Na Figura 2.5 exibe-se uma imagem ilustrativa da estrutura química do pigmento 
ficocianina. 
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Figura 2. 5 - Estrutura química da molécula do pigmento ficocianina. Adaptado de suggest-keywords.com 
 
Dependendo da origem da ficocianina, podem ser formadas diferentes estruturas 
cristalinas, ou seja, as subunidades podem ser associadas em monómeros (αβ), 
trímeros (αβ)3, hexâmeros (αβ)6 e outros oligómeros (Duangsee et al., 2009). 
As ficocianinas com origem nas espécies Calothrix sp, Spirulina sp. e Phormidium sp. 
apresentam um peso molecular de 114 kDa, 41,2 kDa e 43,5 kDa, respetivamente, com 
uma estrutura molecular em forma de trímero (αβ)3.  
Independentemente da origem deste pigmento, é necessário ter sempre em 
consideração as suas características físico-químicas quando se pretende executar 
processos de extração e purificação. Parâmetros como o pH, força iónica da solução e 
temperatura são fundamentais para a manutenção da estabilidade do pigmento 
(Chaiklahan et al., 2012). 
A ficocianina apresenta alta estabilidade na faixa de pH 5-7, podendo ser também 
submetida a temperaturas entre 50 e 60 ᵒC. Para além disso, a presença de alguns 
compostos como glicose, sacarose e cloreto de sódio evidenciaram uma proteção e 
atraso na degradação do pigmento (Chaiklahan et al., 2012; Martelli et al., 2014).  
Em suma, a ficocianina possui características importantes como: ser uma proteína 
natural, de cor azul única, boa solubilidade em água e alta estabilidade nas faixas de 
pH mencionadas tornando-a num dos compostos biológicos mais interessantes (Kuddus 
et al., 2012).  
 
2.3.2 Métodos Mecânicos de Rutura Celular 
 
Apesar da grande variabilidade de métodos que podem ser empregues na rutura celular, 
os métodos mecânicos mais comuns incluem: homogeneizadores, moinhos de bolas, 
sonicação e prensa de elevada pressão  (Show et al., 2015). Estes métodos de rutura 
são normalmente utilizados para culturas celulares com uma elevada densidade (50 – 
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200 g/L peso seco), devido às grandes necessidades energéticas requeridas pelos 
equipamentos (Munir et al., 2013). 
Com vista a melhorar a disrupção celular, os métodos mecânicos são, em alguns casos, 
complementados por métodos não-mecânicos (p.ex. químicos ou enzimáticos), 
possibilitando uma separação imediata dos metabolitos pretendidos das células. Para 
além disto, a biomassa pode ainda ser submetida a pré-tratamentos enzimáticos ou 
ácidos/alcalinos com vista à obtenção de elevadas taxas de recuperação dos 
componentes a extrair (Greenwell et al., 2010). 
A disrupção celular mecânica é muitas das vezes a mais viável, não só por se evitar a 
contaminação química na preparação da biomassa, mas também pela capacidade de 
preservação da funcionalidade dos compostos intracelulares (Chisti & Moo-Young, 
1986). Por outro lado, estes métodos apresentam algumas desvantagens que podem 
comprometer a sua utilização. O facto de promover uma rutura celular total leva a 
que a quantidade de resíduos orgânicos libertado para o meio seja muito elevada, 
dificultando a separação dos componentes pretendidos. Nestas situações, o 
componente intracelular de interesse tem de ser separado de uma mistura complexa 
de proteínas, ácidos nucleicos e fragmentos celulares, tornando o processo de 
purificação mais complexo (Show et al., 2015).  
Vários autores estudaram o efeito da técnica por ultrassons para a extração do 
pigmento ficocianina da Spirulina platensis. Segundo Furuki et al. (2003) foi possível a 
obtenção de rendimentos de extracção de 80 % e 90 % para frequencias ultrassónicas 
de 20 kHz e 28 kHz, respetivamente. Para tal, a etapa extrativa decorreu a uma 
temperatura abaixo de 10 C numa solução de tampão fosfato de pH 6,8. Por outro 
lado, outros autores como Sivasankari et al. (2014) compararam vários métodos de 
extração, tendo reportado rendimentos de extração inferiores para os procedimentos 
com base em metodologias mecânicas. Segundo este estudo, a rutura celular 
promovida apenas por aplicação de solvente aquoso possibilitou uma quantidade de 
ficocianina extraída de 0,50 mg.g-1 biomassa seca ao passo que, com o método de 
disrupção por ultrasons foi alcançado 0,08 mg.g-1 biomassa seca. Os ensaios foram 
realizados para a mesma biomassa usando apenas como variável o método de rutura 
celular de modo a poder comparar (ultrassons versus solvente aquoso). 
 
2.3.3 Métodos Não-Mecânicos de Rutura Celular 
 
Para além dos processos mecânicos, pode ainda ser empregue uma grande 
variabilidade de métodos não mecânicos. P.ex. a aplicação de solventes 
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orgânicos/inorgânicos, agentes alcalinos e enzimas são apenas alguns dos exemplos 
mais utilizados (Kuddus et al., 2012).  
Uma das grandes limitações na utilização de métodos não-mecânicos para rutura da 
parede celular são os elevados custos associados ao processamento em larga escala. 
Estes métodos são essencialmente empregues para extração de ficocianina à escala 
laboratorial, permitindo a obtenção de rendimentos elevados (Show et al., 2015). 
Três principais classes de pigmentos fotossintéticos podem ser encontrados entre as 
microalgas: clorofila, carotenóides (carotenos e xantofilas) e ficobilinas (“Algal 
Pigments”). A Arthrospira acumula ficobiliproteínas ou ficocianina (pigmentos da 
classe de ficobilina), os quais são solúveis em água e, portanto, não são bem extraídos 
com solventes orgânicos.  
Sarada et al. (1999) estudaram a influência da aplicação de solventes inorgânicos no 
pré-tratamento de biomassa húmida para extração de ficocianina. Para tal, aplicaram 
ácido clorídrico em diferentes concentrações (2, 4, 6, 8 e 10 N), tendo sido depois 
avaliado os rendimentos extrativos. Segundo os resultados obtidos pelos autores, este 
tratamento de biomassa possibilitou uma percentagem de extração 1,45 vezes superior 
comparativamente com as amostras não submetidas ao pré-tratamento.  
A rutura celular enzimática é outras das alternativas aos métodos mecânicos e aos 
solventes químicos. A utilização da lisozima como enzima desencadeadora do processo 
de desintegração da parece celular foi documentada por Seo et al. (2013). No entanto, 
esta metodologia, apesar de possibilitar a obtenção de elevados rendimentos 
extrativos, apresenta elevados custos de operação devido à utilização de enzimas com 
elevados preços de mercado, acrescentando o facto de existir a necessidade de 
remoção da enzima do produto final (Show et al., 2015).  
Um procedimento diferente reportado por Mendiola et al. (2007) é a utilização de 
fluidos supercríticos. Este método permite explorar as propriedades únicas de gases 
acima do seu ponto crítico possibilitando uma extração de componentes solúveis de 
microalgas. Trata-se de uma importante alternativa ao tradicional método de extração 
com solventes. É uma solução mais rápida e eficiente, elimina etapas intermédias, 
como p.ex. etapas de concentração e evita o uso de solventes orgânicos que são 
prejudiciais para alguns dos componentes intracelulares e para o ambiente.  Contudo, 
os custos operacionais associados a este método são muito elevados, comprometendo, 
desta forma, a viabilidade económica do processo. 
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2.3.4 Purificação da Ficocianina 
 
O grau de pureza dos pigmentos Ficocianina desempenha um papel fundamental em 
função da escolha da sua aplicação comercial. A avaliação da pureza de uma 
preparação de ficocianina é feita, por exemplo,  com base na razão entre a absorvância 
das ficocianobilinas a 620 nm (A620) e os aminoácidos aromáticos das proteínas a 280 
nm (A280) (Kuddus et al., 2012). 
Vários métodos têm sido descritos para purificação de ficobiliproteínas, envolvendo a 
combinação de várias técnicas, nomeadamente: centrifugação, precipitação com 
(NH4)2SO4, diálise, cromatografia de permuta iónica, filtração gel e cromatografia de 
adsorção em leito expandido (Silva, 2008). 
Kumar et al. (2014) utilizaram a técnica de precipitação com solução aquosa sulfato 
de amónia, tendo obtido uma percentagem de recuperação de ficocianina de 80 % com 
uma pureza de 1,5 (
𝐴620
𝐴280
⁄ ). A inclusão de cromatografia de troca iónica em 
combinação com a aplicação da solução de sulfato de amónia possibilitou uma 
percentagem de recuperação de Ficocinina de 80 % com uma pureza de grau analítico 
(4,5). 
Com o propósito de otimizar o processo de purificação, Niu et al. (2007), estudaram a 
recuperação de Ficocianina utilizando a cromatografia de adsorção em leito expandido 
tendo obtido Ficocianina com uma pureza de 2,87 e um rendimento de 31 mg.g-1 de 
S.platensis. 
A extração em duas fases aquosas é também uma metodologia eficiente e alternativa 
na purificação de Ficocianina. Chethana et al.(2015), com a aplicação desta técnica, 
obtiveram Ficocianina com uma pureza de 4,32 e um rendimento de aproximadamente 
79 %. Diferentes estudos foram efetuados com o intuito de avaliar a influência da 
cromatografia de troca iónica como etapa complementar à extração em fase aquosa. 
Kuddus et al. (2012) afirma que, destes estudos, foi possível a obtenção de extratos 
de extrema pureza de 6,69 determinada segundo a Equação 3.4. São considerados 
extratos de extram pureza quando apresentam razões de absorvâncias superiores a 4,0.
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3 Descrição Técnica 
 
3.1 Biomassa Microalgal 
 
A de microalga Arthrospira (Spirulina) platensis necessárias à realização deste 
trabalho foram gentilmente fornecidas pela empresa A4F - Algae for Future, sob a 
forma de cultura fresca (suspensão aquosa), biomassa em pó secada em spray dryer e 
biomassa granulada, secada em solar dryer. 
Com base nestas amostras foram executados os ensaios necessários para avaliar os 
processos de extração e purificação do pigmento ficocianina.  
 
3.2 Métodos Analíticos 
 
3.2.1 Quantificação de Ficocianina 
 
Para quantificar a ficocianina extraída com base na sua concentração recorreu-se à 
Equação 3.1 deduzida por Bennett & Bogorad (1973). 
 
[FC]  =
Abs620 − 0,474 x 𝐴𝑏𝑠652
5,34
 
(3.1) 
 
Na qual, 
[𝐹𝐶] – Concentração de Ficocianina (mg/mL); 
𝐴𝑏𝑠620 – Absorvância da amostra no comprimento de onda de 620 nm; 
𝐴𝑏𝑠652 – Absorvância da amostra no comprimento de onda de 652 nm. 
 
Para determinação da quantidade de ficocianina extraída nos ensaios realizados 
recorreu-se à Equação 3.2. 
 
FCE =  
[FC] x V
BS
 
(3.2) 
 
Onde, 
𝐹𝐶𝐸 – Quantidade de ficocianina extraída expressa em mg ficocianina.g-1 biomassa. 
[𝐹𝐶] – Concentração de Ficocianina (mg/mL); 
𝑉 – Volume de solvente (mL); 
𝐵𝑆 – Massa de biomassa correspondente ao seu peso seco (g). 
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O cálculo dos rendimentos extrativos foi efetuado com base na razão entre a 
quantidade de ficocianina total (determinada de acordo com o descrito no ponto 3.2.2) 
e a quantidade de pigmento extraído através dos diferentes métodos de rutura. Para 
isso recorreu-se à Equação 3.3 
 
R =
Teor de Ficocianina Extraída
Teor total de Ficocianina na Amostra
 × 100 
(3.3) 
 
Na qual,  
𝑅 – Rendimento extrativo do processo de rutura celular.  
 
A pureza pode ser calculada através da Equação 3.4. No caso deste trabalho, optou-se 
por considerar a razão de absorvâncias que permite obter um valor aproximado da 
pureza dos extratos. A densidade ótica a 620 nm indica a absorvância máxima do 
pigmento ficocianina, ao passo que, a 280 nm mede o pico de absorção máxima das 
proteínas na solução (Liu et al., 2005). 
Preparações de ficocianina de grau alimentar devem apresentar uma razão 
𝐴620
𝐴280
⁄   
superior a 0,7. Razões até 3,9 e superiores a 4,0 são consideradas de reagent grade e 
analytical grade, respetivamente (Rito-Palomares et al. 2001). 
 
 
RP =
Abs620
Abs280
 (3.4) 
 
Na qual,  
𝑅𝑃 – Razão de pureza dos extratos de ficocianina; 
𝐴𝑏𝑠620  - Absorvância da amostra no comprimento de onda de 620 nm; 
𝐴𝑏𝑠280  - Absorvância da amostra no comprimento de onda de 280 nm.  
 
 
3.2.2 Quantificação teor total de Ficocianina 
 
A quantificação total de ficocianina foi feita com o objetivo de caracterizar as 
amostras de partida, permitindo o cálculo dos rendimentos de extração para os vários 
métodos testados. A determinação do teor total de ficocianina realizou-se por isso em 
todas as amostras recebidas (cultura, pó seco em spray dryer e pó seco em solar dryer), 
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bem como em todos os pellets (biomassa “exausta”), para assegurar o fecho de todos 
os balanços mássicos.  
Pesou-se 10,00 mg de biomassa e adicionou-se 2,00 mL de solução tampão fosfato de 
potássio pH 6,8, 100 mM. De forma a promover a rutura celular acrescentaram-se 
esferas de vidro de diâmetro médio 0,5 mm.  
Posteriormente, as amostras foram levadas ao vórtex (Scientific Industries G-560E) 
durante 20 min tendo sido centrifugadas de seguida a 4000 rpm durante 20 min. 
Recolheu-se o sobrenadante e, para garantir a recuperação de toda a ficocianina 
extraída, efetuaram-se sucessivas lavagens do pellet. Para isso, em etapas sucessivas, 
adicionou-se solução tampão e centrifugaram-se as amostras até obtenção de um 
sobrenadante límpido. Após cada centrifugação retirou-se um determinado volume de 
sobrenadante para o mesmo gobelé tendo-se registado em cada etapa o volume 
correspondente. A quantificação do teor total de ficocianina foi efetuada através da 
equação 3.1.  
A presença de pellet com uma coloração branca em meio orgânico (acetona) indicou 
uma rutura total das amostras. 
 
3.2.3 Extração direta por solvente aquoso 
 
Inicialmente procedeu-se à escolha do solvente que proporcionaria um rendimento 
extrativo de ficocianina mais elevado. Para tal, foram estudados três solventes aquosos 
distintos, nomeadamente: solução tampão fosfato de sódio pH 6,3, solução tampão 
fosfato de potássio pH 6,5 e solução tampão acetato de sódio-ácido acético pH 6,0. 
Para cada uma das soluções referidas foi avaliada a extração de Ficocianina para as 
seguintes concentrações: 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM e 100 mM. No Anexo A 
apresentam-se todos os cálculos efetuados para a preparação das três soluções 
estudadas. 
O ensaio consistiu na pesagem de 40,00 mg de pó seco de Spirulina platensis e adição 
de 20,00 mL de solução tampão.  
Posteriormente, as suspensões de biomassa foram colocadas num agitador orbital 
(Certomat® R) a 100 rpm durante 3 e 5 horas. As amostras foram centrifugadas 
(centrífuga Ecco 2S 8501) a 4000 rpm durante 20 min. Recolheu-se o sobrenadante e 
fez-se a leitura espetrofotométrica (Shimadzu UV-1700 PharmaSpec) para avaliar qual 
a solução, e respetiva concentração, que proporcionaria uma extração de Ficocianina 
mais elevada. 
Após determinação das melhores condições de extração, procedeu-se à extração de 
Ficocianina para os três tipos de biomassa recebidos. 
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Inicialmente processou-se a cultura proveniente de um sistema de cultivo de 
microalgas do tipo raceway com uma densidade celular de 0,703 g/L. Pipetou-se 10,00 
mL de cultura, correspondente a 7,03 mg de biomassa. Centrifugou-se as amostras a 
4000 rpm durante 20 min. O sobrenadante, contendo sais e compostos nutritivos para 
a microalga, foi descartado e adicionou-se ao pellet 1,12 mL de solução tampão fosfato 
de potássio, 100mM. Posteriormente, os experimentos foram deixados sob agitação 
orbital a 100 rpm durante 2, 4 e 24 horas.  
No que diz respeito ao pó de Spirulina platensis, seco numa unidade de spray dryer, 
efetuou-se o doseamento de 10,00 mg de pó de microalga e adicionou-se 
posteriormente 1,60 mL de solução tampão fosfato de potássio à mesma concentração. 
As amostras foram de igual forma colocadas sob agitação orbital durante 2, 4 e 24 
horas.  
Relativamente à biomassa seca em secador solar procedeu-se de igual forma descrita 
para o pó seco numa unidade spray dryer. 
Após os respetivos tempos de extração, todas as amostras foram centrifugadas a 4000 
rpm durante 10 min.  
Por fim, os sobrenadantes foram coletados evidenciando uma coloração azul 
indicadora da presença de ficocianina. 
 
3.2.4 Extração com rutura celular por congelamento/descongelamento 
 
Os ensaios de desintegração celular por congelamento/descongelamento foram 
realizados para os três tipos de biomassa recebidos (cultura, pó seco em spray dryer e 
biomassa granulada seca em solar dryer). 
No caso da cultura, a obtenção da biomassa fez-se segundo os mesmos passos descritos 
no ponto anterior. No caso dos pós secos recebidos efetuou-se a pesagem de 10,00 mg 
de biomassa.  
Em cada amostra foi adicionado 1,60 mL de solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 
100 mM.  
Posteriormente, os experimentos foram submetidos ao processo de rutura celular por 
congelamento (-18 ᵒC) e descongelamento (temperatura ambiente) em três ciclos, 
intervalados por 24 h.  
Cada amostra, correspondente ao respetivo ciclo, foi centrifugada tendo-se coletado 
o sobrenadante e quantificado a ficocianina.  
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3.2.5 Extração com rutura celular por ultrassons 
 
Neste processo de lise celular, a biomassa microalgal foi submetida a um banho 
ultrassónico (50 kHz) durante 10, 15 e 20 minutos. Para isso utilizou-se o equipamento 
J.P. Selecta No.3000513.  
A elevada energia das ondas ultrassónicas conduz ao aumento indesejado da 
temperatura do banho podendo provocar a degradação de alguns compostos extraídos. 
Por conseguinte, com o intuito de manter a temperatura constante, adicionou-se gelo 
ao banho ultrassónico tendo-se registado uma temperatura máxima de 23 ᵒC. Desta 
forma foi evitada a degradação / alteração da estabilidade do pigmento ficocianina. 
O controlo da temperatura na amostra foi efetuado com termopares disponíveis no 
laboratório.  
Após os respetivos tempos de extração as amostras foram centrifugadas e coletou-se o 
sobrenadante de forma a quantificar a ficocianina extraída. 
A extração foi feita em meio com solução tampão fosfato de potássio, pH 6,5 e 100 
mM.   
 
3.2.6 Quantificação de Proteínas Totais 
 
Todas as amostras submetidas aos processos de rutura celular e extração foram 
também sujeitas à determinação de proteínas totais. Esta determinação envolveu 
todos os sobrenadantes resultantes da extração, todos os pellets - biomassa “exausta”, 
bem como, as amostras de partida. A quantificação de proteínas totais foi realizada 
segundo Lowry et al. (1951) de acordo com o procedimento adaptado pela empresa 
A4F e descrito de seguida. No anexo B está apresentada a curva de calibração 
construída para esta determinação.  
 
 Amostras Iniciais (cultura fresca (suspensão aquosa), pó seco spray dryer e 
biomassa granulada seca em solar dryer): 
o Pipetar o volume de cultura correspondente a 1,00 mg de biomassa 
seca; 
o Pesar 1,00 mg de pó seco e perfazer com água até aos 2,00 mL; 
o Colocar todos os tubos num banho pré aquecido a 99 ᵒC durante 5 
minutos.  
o Retirar os tubos do banho e após arrefecimento e pipetar 1,00 mL da 
amostra digerida; 
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o Adicionar 5,00 mL de reagente 1 (ver nota) e colocar as amostras 10 min 
no escuro; 
o Adicionar 1,00 mL de reagente de 2 (ver nota) e colocar as amostras no 
escuro durante 30 min; 
o Por fim é efetuada a leitura espetrofotométrica a 750 nm. 
 
 Sobrenadantes (Presença de FC): 
o Pipetar 0,10 mL de amostra e perfazer com água até aos 2,00 mL; 
o Adicionar 2,00 mL de hidróxido de sódio (NaOH) de concentração 2 
mol.L-1; 
o Colocar os tubos durante 5 minutos num banho pré-aquecido a 99 ᵒC; 
o Retirar os tubos do banho e após arrefecimento pipetar 1,00 mL da 
amostra digerida; 
o Adicionar o mesmo volume de reagente 1 e reagente 2 nos tempos 
correspondentes e efetuar a leitura espetrofotométrica a 750 nm. 
 
 Pellets – Biomassa “exausta”: 
o Ressuspender o pellet em 20,00 mL de solução tampão fosfato de 
potássio 100mM, pH 6,5. 
o Pipetar 2,00 mL de cultura correspondentes a 1,00 mg de biomassa 
“exausta”; 
o Adicionar 2,00 mL de hidróxido de sódio (NaOH) de concentração 2 
mol.L-1.  
o Colocar os tubos num banho pré-aquecido a 99 ᵒC durante 5min; 
o Retirar os tubos do banho e após arrefecimento centrifugar as amostras 
a 4000 rpm durante 15 min; 
o Após centrifugação retirar 1,00 mL do sobrenadante; 
o Adicionar 5,00 mL de reagente 1 e colocar as amostras 10min no escuro; 
o Adicionar 1,00 mL de reagente de 2 e colocar as amostras no escuro 
durante 30 min; 
o Leitura espetrofotométrica das amostras a 750 nm. 
 
NOTA: O reagente 1 corresponde à mistura de 48 mL de carbonato de sódio (5 % m/v), 
1,0 mL de solução tartarato de sódio-potássio (2 % m/v) e 1,0 mL de solução de sulfato 
de cobre (1 % m/v). O reagente 2 corresponde à diluição do corante Folin-Ciocalteau 
em água destilada na proporção 1:2. 
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3.2.7 Purificação dos Extratos  
 
Inicialmente, realizou-se uma curva de precipitação de proteínas para verificar qual 
ou quais as concentrações de sal (NH4)2SO4 eram mais eficientes no processo de 
purificação dos extratos.  
Para isto, foi preparada uma solução saturada do sal em questão e adicionou-se os 
volumes correspondentes a um extrato bruto de ficocianina de forma a obter as 
percentagens de saturação desejadas (20, 30, 40, 50, 60 e 70 %).  
Após 24 h em repouso, em ausência de luz e a uma temperatura de 4 ᵒC, os 
experimentos foram centrifugados a 2500 rpm durante 30 min.  
Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e os precipitados ressuspendidos 
em determinado volume de solução tampão fosfato de potássio, 100 mM. 
Posteriormente, efetuou-se a leitura espetrofotométrica de todas as amostras para 
quantificação de ficocianina.  
Após determinação da percentagem de saturação ótima, pipetou-se 0,5 mL de extrato 
bruto de ficocianina das amostras com maior concentração de ficocianina e adicionou-
se o volume correspondente de solução saturada de (NH4)2SO4 de forma a obter-se a 
percentagem de saturação desejada. Os experimentos foram deixados em repouso a 
4ᵒC durante 24 horas. Após isto, repetiu-se o procedimento de centrifugação das 
amostras e quantificação de ficocianina purificada no precipitado.  
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4 Resultados e Discussão 
 
4.1 Quantificação total de ficocianina  
 
A quantificação total de ficocianina teve como principal objetivo a obtenção de 
resultados que permitissem efetuar uma avaliação mais completa das extrações 
realizadas segundo as técnicas referidas anteriormente.  
Para tal, estudaram-se os três tipos de amostras recebidas e determinou-se o teor total 
de ficocianina para cada uma delas.  
Na Tabela 4.1 estão apresentados os resultados obtidos para os ensaios realizados. 
 
Tabela 4. 1 – Quantidade de Ficocianina total extraída para a cultura, pó seco em spray dryer e biomassa 
granulada seca em solar dryer.  
Tipo de Amostra 
Ficocianina total 
(mg.g-1 peso seco) 
Biomassa húmida 123 ± 2 
Pó seco - spray dryer 100 ± 4 
Biomassa granulada seca - solar dryer 102 ± 7 
Pela observação dos dados apresentados, é possível verificar que a cultura fresca 
apresenta um maior teor de ficocianina por peso seco comparativamente com as 
restantes amostras estudadas.  
Estas desigualdades poderão ser justificadas pelo facto de a biomassa seca estar 
sujeita a processos de secagem que podem conduzir à degradação dos pigmentos 
fotossintéticos. 
Segundo Sarada et al., (1999) e Sivasankari et al., (2014), o processamento 
downstream de biomassa pode provocar a instabilidade química dos pigmentos, tendo 
relatado perdas de até 50 % de ficocianina total nas amostras de microalgas. 
Os resultados exibidos na Tabela 4.1 encontram-se muito próximos dos melhores 
resultados apresentados na literatura, tendo sido reportados valores entre 105 - 194 
mg/g-1 biomassa seca por Minkova et al. (2003), Chen et al. (2005) e Sarada et al. 
(1999). Contudo, o valor de 194 mg/g-1 biomassa seca foi registado em extrações 
realizadas com a cianobactéria Arthrospira (Spirulina) fusiformis, podendo esta ser a 
justificação para o valor mais elevado obtido pelos autores.  
Na Figura 4.1 está apresentada uma imagem referente ao ensaio de extração total de 
ficocianina para a amostra de biomassa húmida no meio de cultura. Apesar do elevado 
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rendimento de extração, a solução não apresenta a coloração azul característica da 
presença de ficocianina. Tal facto, está relacionado com a presença de clorofilas no 
extrato. 
 
 
Figura 4. 1 - Ensaio de extração total de ficocianina referente à biomassa húmida no meio de cultura. 
 
4.2 Avaliação dos solventes para extração de ficocianina 
 
Para proceder à extração de ficocianina tornou-se fundamental a escolha de um 
solvente aquoso que proporcionasse uma extração mais eficaz e ao mesmo tempo 
conservasse as características físico-químicas do composto de interesse. 
Para tal, realizaram-se diferentes ensaios com três soluções tampão de concentrações 
distintas de forma a avaliar a massa de ficocianina extraída. Nos gráficos das Figuras 
4.2, 4.3 e 4.4 apresentam-se os resultados obtidos para as soluções tampão fosfato de 
sódio, fosfato de potássio e acetato de sódio-ácido acético, respetivamente.  
 
Figura 4. 2 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em solvente aquoso de 
fosfato de sódio a diferentes concentrações, pH 6,3 e agitação orbital a 100 rpm durante 3 e 5 horas de 
contacto. 
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Figura 4. 3 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em solvente aquoso de 
fosfato de potássio a diferentes concentrações, pH 6,5 e agitação orbital a 100 rpm durante 3 e 5 horas 
de contacto. 
 
Figura 4. 4 - Rendimentos de extração de ficocianina após suspensão de biomassa em solvente aquoso de 
acetato de sódio-ácido acético a diferentes concentrações, pH 6,0 e agitação orbital a 100 rpm durante 
3 e 5 horas de contacto. 
 
 
De acordo com os gráficos apresentados e os resultados sumariados na Tabela 4.2, o 
rendimento máximo de extração ocorreu para o ensaio no qual se utilizou a solução 
tampão fosfato de potássio pH 6,5, 100 mM (Figura 4.5). Para as condições de trabalho 
usadas atingiu-se o valor de 38,4 ± 0,0 mg. g-1 peso seco. Comparativamente com a 
solução tampão fosfato de sódio, pelos resultados apresentados, não é possível 
verificar a existência de diferenças significativas. Contudo, visualmente, os 
sobrenadantes obtidos para este solvente aquoso, apresentavam uma coloração azul-
esverdeado “mascarada” pela presença de clorofilas.  
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Por outro lado, para a solução tampão acetato de sódio-ácido acético registaram-se 
algumas diferenças consideráveis para concentrações de solvente mais elevadas. Estas 
desigualdades poderão ser justificadas pelo facto de este solvente aquoso degradar o 
composto de interesse à medida que a concentração da solução vai aumentando. Por 
estas razões, a solução tampão acetato de sódio-ácido acético deixou de ser uma opção 
viável para extrair o pigmento ficocianina. 
Por conseguinte, a solução tampão fosfato de potássio pH 6,5, 100 mM foi a utilizada 
para proceder aos restantes ensaios de extração de ficocianina. 
Na Tabela 4.2 estão sumarizados os resultados obtidos de forma a proporcionar uma 
maior facilidade na comparação das diferentes soluções tampão estudadas. 
 
Tabela 4. 2 – Sumarização dos rendimentos de extração de ficocianina obtidos para as três soluções tampão 
estudadas, respectivas concentrações e pH, durante 3 horas (parte superior) e 5 horas (parte inferior) de 
contacto da biomassa com o solvente em agitação orbital a 100 rpm.  
Solução Tampão 20 mM 40 mM 60 mM 80 mM 100 mM 
Fosfato de Sódio - 
pH 6,3 
18,1 ± 0,7 30,0 ± 0,6 33,3 ± 0,1 34,4 ± 0,0 33,4 ± 0,3 
16,2 ± 0,0 26,4 ± 0,4 28,3 ± 0,5 31,1 ± 0,1 30,5 ± 0,1 
Fosfato de Potássio 
– pH 6,5 
35,0 ± 0,4 35,3 ± 1,7 37,3 ± 0,5 34,1 ± 1,0 38,4 ± 0,0 
30,5 ± 0,8 35,1 ± 0,6 33,9 ± 1,1 36,8 ± 0,5 37,1 ± 0,0 
Acetato de Sódio – 
Ácido Acético – pH 
6,0 
32,7 ± 1,0 25,5 ± 0,3 9,3 ± 0,0 1,81 ± 0,0 1,71 ± 0,03 
32,7 ± 1,0 30,5 ± 0,2 25,0 ± 0,6 7,11 ± 0,03 4,96 ± 0,5 
      
 
Por fim, é de salientar que, nestes ensaios apenas se procedeu de forma a extrair a 
ficocianina mais disponível sem nenhuma rutura celular adicional. Para além disso, 
com vista a cimentar estes resultados, deveria ter sido feita uma avaliação da 
quantidade de ficocianina que permaneu no interior das células. Estes dados 
permitiram concluir se a extração não foi bem sucedida ou se ocorreu a deterioração 
do pigmento ficocianina.  
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Figura 4. 5 - Sobrenadante resultante da extração com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5, 100 
mM, ao fim de 3 horas. 
 
4.3 Extração de ficocianina 
 
A extração de ficocianina da microalga Spirulina platensis deu-se através da aplicação 
de diferentes técnicas de rutura celular, nomeadamente: aplicação direta de solvente 
aquoso, por congelamento/descongelamento e ultrassons.  
Posteriormente, avaliaram-se os diferentes métodos extrativos com base nos 
rendimentos de extração obtidos. Com isto, foi possível efetuar uma comparação de 
resultados e fazer um levantamento das vantagens e desvantagens de cada um.  
 
4.3.1 Extração direta por solvente aquoso  
 
Tal como referido anteriormente, o solvente utilizado para estudar o processo de 
rutura celular e obtenção de ficocianina foi o tampão fosfato de potássio (100 mM) pH 
6,5.  
A solução tampão tem como principal função a manutenção do pH dentro da zona de 
estabilidade do pigmento de interesse. Desta forma, são evitadas variações do meio 
que possam conduzir à degradação da ficocianina.  
Por conseguinte, as células de microalga foram colocadas em meio tamponado durante 
2, 4 e 24 horas.  
Nas Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4 estão apresentados os resultados obtidos para a cultura, pó 
seco em spray dryer e biomassa granulada secada em solar dryer, respetivamente.   
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Tabela 4. 3 - Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2, 4 e 24 horas para a cultura. Ensaios realizados 
à temperatura ambiente. 
Tempo de 
extração 
(horas) 
Teor total 
de 
Ficocianina 
(mg.g-1 
peso seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-1 
peso seco) 
Ficocianina 
no pellet 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Rendimento  
de Extração 
2 
123 ± 2 
1,80 ± 0,04 120 1,4 % 
4 1,50 ± 0,26 117 1,2 % 
24 3,80 ± 3,2 113 3,0 % 
 
Tabela 4. 4 – Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2, 4 e 24 horas para o pó seco numa unidade 
spray dryer. Ensaios realizados à temperatura ambiente. 
Tempo de 
extração 
(horas) 
Teor total 
de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-1 
peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento de 
Extração 
2 
100 ± 4 
63,4 ± 2,0 32,0 63 % 
4 72,0 ± 4,5 30,3 72 % 
24 55,2 ± 3,0 50,0 55 % 
 
Tabela 4. 5 – Quantidade de ficocianina extraída ao fim de 2,4 e 24 horas para a biomassa seca num 
secador solar. Ensaios realizados à temperatura ambiente. 
Tempo de 
extração 
(horas) 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-
1 peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento 
de Extração 
2 
102 ± 7 
76,2 ± 2,4 33,1 75 % 
4 64,0 ± 2,2 21,7 63 % 
24 70,5 ± 1,1 31,4 69 % 
 
Pelos resultados apresentados nas tabelas 4.3 e 4.4 é possível verificar que a extração 
de ficocianina foi possível recorrendo apenas à adição de solução tampão fosfato de 
potássio (100 mM) pH 6,5.  
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Os ensaios realizados para a cultura evidenciaram um rendimento de extração mais 
baixo comparativamente com os experimentos efetuados com biomassa seca. Esta 
disparidade de resultados poderá ser justificada pela maior fragilidade/rutura da 
parede celular provocada pelos processos de secagem, aos quais a biomassa foi 
submetida permitindo a libertação de ficocianina para o exterior com maior facilidade. 
Estudos conduzidos por Moraes et al. (2011) revelaram que a extração de pigmentos 
em biomassa húmida é possível, tendo obtidos valores entre 0,57 e 43,75 mg.g-1 peso 
seco. Os rendimentos de extração mais elevados obtidos pelos autores foram registados 
para condições mais abrasivas, nomeadamente, sonicação na presença de esferas de 
vidro. 
Relativamente aos ensaios realizados com biomassa seca, não se registaram diferenças 
significativas entre pó seco na unidade spray dryer e a biomassa proveniente do 
secador solar. A obtenção de rendimentos de extração entre 55 % e 75 % é justificada 
pela maior fragilidade da parede celular resultante de processos de secagem.  
Por observação das tabelas apresentadas, e fazendo uma avaliação da quantidade de 
pigmento extraído e o remanescente no pellet é possível verificar que existiu uma 
pequena perda de ficocianina durante o processo de rutura celular. Este facto poderá 
estar ligado a uma possível degradação do pigmento ou amostra.  
Verifica-se ainda que a variável tempo não influencia o rendimento de extração de 
ficocianina. Para os ensaios mais longos (24 horas), registaram-se rendimentos de 
extração próximos aos experimentos realizados para 2 e 4 horas. Desta forma, torna-
se irrelevante a realização de ensaios com tempos de extração mais elevados. No 
entanto, para os ensaios mais longos (24 horas) registou-se uma razão pureza superior 
a 0,7, possibilitando o emprego dos extratos em aplicações alimentares sem 
necessidade de purificação das amostras. Porém, os resultados conseguidos não vão de 
encontro com o esperado teoricamente. Para tempos de extração mais elevados seria 
expectável razões de pureza mais baixas, devido à maior disponibilidade de tempo 
para obtenção de outros compostos intracelulares. Para tal, deveria ter sido realizada 
uma repetição do ensaio para averiguar a persistência deste resultado.  
 
4.3.2 Extração com rutura celular por congelamento/descongelamento 
 
O mecanismo de extração por congelamento/descongelamento baseia-se no aumento 
do volume das células, provocado pela formação de cristais de gelo. Estes cristais 
atuam como “facas afiadas”, conduzindo à rutura da parede celular (Soni et al., 2006). 
O método de extração por congelamento/descongelamento apresenta algumas 
desvantagens comparativamente como método anterior, nomeadamente: tempos de 
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extração elevados, maior consumo energético e possibilidade de alteração da 
estabilidade da ficocianina.  
Porém, esta metodologia, também proporciona algumas vantagens como: boa 
eficiência na rutura celular, reprodutibilidade, utilização de equipamentos de fácil 
manipulação e praticidade do método. 
Por conseguinte, foram realizados ensaios para avaliar/estudar a percentagem 
extração de ficocianina em Spirulina platensis por congelamento/descongelamento. 
Nas Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7 estão apresentados os resultados obtidos para a cultura, pó 
seco em spray dryer e biomassa seca em secador solar, respetivamente. 
 
Tabela 4.6 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por congelamento/descongelamento para a cultura 
freca. Ensaios realizados com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 100 mM. 
Número de 
ciclos de 
extração 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento de 
Extração 
1 
123 ± 2 
4,40 ± 0,28 99,4 3,6 % 
2 3,60 ± 2,4 115 2,9 % 
3 1,60 ± 1,4 104 1,3 % 
 
 
Tabela 4. 7 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por congelamento/descongelamento para pó seco 
numa unidade spray dryer. Ensaios realizados com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 100 mM. 
Número de 
ciclos de 
extração 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-
1 peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento de 
Extração 
1 
100 ± 4 
9,40 ± 0,0 91,8 9,4 % 
2 14,4 ± 1,0 87,3 14 % 
3 57,9 ± 1,7 41,6 58 % 
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Tabela 4.8 - Quantidade de ficocianina extraída obtida por congelamento/descongelamento para 
biomassa seca num secador solar. Ensaios realizados com solução tampão fosfato de potássio pH 6,5 
100mM. 
Número de 
ciclos de 
extração 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-
1 peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento de 
Extração 
1 
102 ± 7 
55,3 ± 7,7 47,6 54 % 
2 59,9 ± 4,4 40,7 58 % 
3 74,4 ± 0,4 32,0 73 % 
 
Segundo os dados apresentados, o método de congelação/descongelação possibilitou 
um rendimento máximo de extração de 73 % com uma pureza do extrato de 0,59. Este 
valor foi registado para o ensaio realizado com biomassa granulada seca em solar dryer 
ao fim de três ciclos de congelação/descongelação.  
Os resultados exibidos mostram que o número de ciclos aos quais as amostras são 
submetidas afeta significativamente o rendimento de extração de ficocianina. Tal 
facto pode ser comprovado pelos dados presentes nas tabelas 4.7 e 4.8, nas quais, se 
verifica um aumento do rendimento de extração à medida que se eleva o número de 
ciclos.  
Minkova et al. (2003) e Sarada et al. (1999), estudaram o método de 
congelação/descongelação para extração de ficocianina. Estes autores documentaram 
massas de ficocianina entre 160 e 194 mg.g-1 peso seco, respetivamente. Apesar de 
citarem valores mais elevados comparativamente com os obtidos neste trabalho, a 
grande diversidade de condições de extração, permite a obtenção de resultados com 
uma grande amplitude de valores. 
Relativamente à cultura, apenas se registou uma percentagem de extração máxima de 
3,6 %. Pelo facto de se tratar de um método mais abrasivo, comparativamente com o 
abordado anteriormente, seriam expectáveis rendimentos de extração mais elevados. 
No entanto, tal não aconteceu. 
Estudos conduzidos por Bermejo et al. (2006) e Soni et al. (2008) confirmaram o 
método de congelação / descongelação como sendo o mais eficiente para extração de 
ficocianina da microalga Arthrospira platensis. No entanto, neste trabalho, verificou-
se uma igualdade nos rendimentos de extração entre os métodos de rutura celular por 
solvente aquoso e por congelação / descongelação. Na Figura 4.6 apresenta-se um 
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gráfico que permite uma visualização mais detalhada da proximidade de valores das 
percentagens de extração entre cada método estudado. 
 
Figura 4. 6 - Comparação da ficocianina extraída entre o método de rutura celular por aplicação de 
solvente aquoso (4 horas) e 3 ciclos de congelação/descongelação.
 
4.3.3 Extração com rutura celular por Ultrassons 
 
 A sonicação é um método de lise celular no qual as amostras são submetidas a 
frequências ultrassónicas durante curtos intervalos de tempo. 
A grande adaptabilidade a diferentes volumes de amostra e facilidade de utilização 
são as principais vantagens do emprego do método ultrassónico para o rompimento 
celular. 
Uma grande limitação do método incide no sobreaquecimento das amostras provocado 
pela elevada energia das ondas ultrassónicas. Torna-se fundamental, controlar 
eficazmente o aumento da temperatura do banho ultrassónico de forma a que seja 
evitada a deterioração dos compostos intracelulares.  
Neste trabalho, foi aplicado este método para promover a rutura celular nos diferentes 
tipos de biomassa recebidos. Nas tabelas 4.9, 4.10 e 4.11 são exibidos os resultados 
obtidos para a cultura, pó seco em spray dryer e biomassa seca em solar dryer, 
respetivamente.  
Foi determinado o rendimento de extração após 10, 15 e 20 minutos sob ação de uma 
frequência ultrassónica de 50 kHz. 
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Tabela 4. 9 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina na cultura segundo o método ultrassónico. 
Tempo de 
Extração 
(min) 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-
1 peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento 
de extração 
10 
123 ± 2 
2,4 ± 0,8 72,2 2 % 
15 1,9 ± 0,5 88,2 2 % 
20 10,2 ± 0,1 88,6 8 % 
 
Tabela 4. 10 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina no pó seco em spray dryer segundo o 
método ultrassónico. 
Tempo de 
Extração 
(min) 
Teor total de 
Ficocianina 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina 
extraída 
(mg.g-1 peso 
seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento 
de extração 
10 
100 ± 4 
22,3 ± 3,0 60,9 22 % 
15 56,9 ± 1,0 45,5 57 % 
20 68,6 ± 3,2 35,1 68 % 
 
Tabela 4. 11 - Resultados obtidos para extração de ficocicanina na biomassa seca em solar dryer segundo 
o método ultrassónico. 
Tempo de 
Extração 
(min) 
Teor total 
de 
Ficocianina 
(mg.g-1 
peso seco) 
Ficocianina 
extraída (mg.g-1 
peso seco) 
Ficocianina no 
pellet (mg.g-1 
peso seco) 
Rendimento de 
extração 
10 
102 ± 7 
37,8 ± 0,9 53,8 37 % 
15 53,5 ± 2,5 49,6 52 % 
20 57,9 ± 4,9 43,5 56 % 
 
De acordo com os resultados exibidos, o método ultrassónico possibilitou a obtenção 
de ficocianina a partir da microalga Arthrospira platensis. Tal como nos ensaios 
efetuados anteriormente, as amostras de biomassa seca revelaram melhores 
rendimentos de extração comparativamente com os ensaios efetuados com cultura 
fresca.   
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Pela observação das tabelas apresentadas é notório o aumento do rendimento de 
extração de ficocianina à medida que o tempo também aumenta. A maior 
disponibilidade na formação violenta e implosão de “bolhas” na amostra (cavitação) 
possibilita uma maior eficácia na lise celular, promovendo rendimentos de extração 
mais elevados. Para os ensaios realizados com cultura fresca, o tempo de extração não 
permitiu a obtenção dos rendimentos que seriam desejáveis. 
Sivasankari et al., (2014) estudaram o processo de extração de ficocianina em biomassa 
húmida por ultrassons tendo reportado rendimentos inferiores aos apresentados neste 
trabalho. Tendo utilizado condições operatórias semelhantes (frequência ultrassónica 
de 50 kHz e tempo de extração de 30 minutos), os autores apenas registaram uma 
quantidade de ficocianina extraída de 0,08 mg/g-1 de biomassa seca.  
Por outro lado, estudos conduzidos por Moraes et al., (2011), mostraram que é possível 
obter rendimentos de extração mais elevados a partir de biomassa húmida. Estes 
autores, obtiveram uma massa de ficocianina extraída de 43,75 mg.g-1 de peso seco. 
Desta forma, os resultados obtidos vão de encontro aos publicados na literatura, 
podendo ser considerados aceitáveis para as condições de trabalho impostas. 
Para os ensaios efetuados com amostras em pó, o rendimento máximo de extração 
(68 %) foi obtido no ensaio realizado com biomassa seca numa unidade spray dryer 
para um tempo de extração de 20 min.  
Comparativamente com os outros métodos estudados, a sonicação possibilitou a 
obtenção de rendimentos extrativos próximos dos valores já apresentados em 4.3.1 e 
4.3.2. Por outro lado, a razão de pureza dos extratos é mais baixa, traduzindo-se na 
presença de maiores quantidades de compostos não desejáveis p.ex. proteínas e outros 
pigmentos (aloficocianina e ficoeritrina).  
Neste sentido, pode-se afirmar que a sonicação é um método mais abrasivo quando 
comparado com o método de desintegração celular por solvente aquoso e por 
congelação / descongelação. Os processos referidos em 4.3.1 e 4.3.2 viabilizam uma 
proteção de enzimas e organelos da microalga sem deixarem de ser eficientes, 
tornando-os mais vantajosos à escala deste trabalho.  
Por fim, efetuando um balanço mássico entre a quantidade de pigmento extraído e a 
quantidade de ficocianina remanescente no pellet não é possível afirmar que existiu 
uma degradação da amostra segundo o método ultrassónico. Isto permite concluir que 
o método foi bem aplicado não tendo afetado a estabilidade da ficocianina. 
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4.4 Purificação 
 
4.4.1 Curvas de Precipitação  
 
O grau de pureza de ficocianina desempenha um papel fundamental em função da 
escolha da sua aplicação comercial. 
A purificação de ficocianina é efetuada com base na diminuição da concentração de 
outros pigmentos (aloficocianina, ficoeritrina e clorofila), bem como no decréscimo da 
concentração de outras proteínas indesejáveis. 
Atualmente, existe uma grande variedade de métodos de separação e consequente 
purificação de proteínas. Neste trabalho, recorreu-se à técnica de separação por 
solubilidade diferencial, designadamente: precipitação. Este método baseia-se na 
adição do sal (NH4)2SO4 provocando o aumento das interações proteicas conduzindo à 
agregação das proteínas e posterior precipitação (Smith, 2010). 
Uma das grandes vantagens deste fenómeno, denominado por salting-out, é a 
possibilidade de efetuar uma precipitação fracionada. Como a concentração de sal 
necessária para ocorrer a precipitação varia de uma proteína para a outra, isto permite 
a realização de uma separação seletiva (Martínez-Maqueda et al., 2013).  
De forma a avaliar a eficiência da precipitação nos extratos brutos de ficocianina, foi 
construído o gráfico da Figura 4.7. Para isso, realizaram-se ensaios a diferentes 
concentrações do sal (NH4)2SO4 determinando-se, posteriormente, a quantidade de 
ficocianina no sobrenadante e precipitado.  
No Anexo C estão apresentados todos os cálculos associados à preparação das 
diferentes percentagens da solução de Sulfato de Amónia. 
 
 
 
Figura 4. 7 - Curva de ficocianina no precipitado e sobrenadante em função das diferentes 
concentrações de sal (NH4)2SO4. 
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Por observação da Figura 4.7, é possível notar um aumento da massa de ficocianina no 
precipitado à medida que a concentração do sal (NH4)2SO4 também aumenta. O máximo 
de ficocianina no “precipitado ressuspendido” atingiu-se a 60 % de saturação e 
manteve-se constante até à percentagem de sal de 70 %.  
Deste modo, a percentagens de saturação mais elevadas observou-se um limite de 
adição de sal para ocorrer a precipitação de ficocianina de forma eficiente (60 %). No 
entanto, para estas concentrações, deve ser tido em conta que poderá ocorrer a 
precipitação de grande parte do teor proteico, reduzindo o grau de purificação das 
amostras.   
Para uma saturação de 50 %, registou-se uma igualdade entre a ficocianina no 
sobrenadante e no precipitado. Deste modo, esta saturação de (NH4)2SO4, não viabiliza 
uma separação eficiente do pigmento de interesse, não sendo uma solução para a 
purificação de ficocianina.  
Para percentagens de saturação mais baixas, verifica-se que parte da totalidade de 
ficocianina tende a permanecer no sobrenadante, tendo-se verificado a precipitação 
de alguns contaminantes. A concentração de sulfato de amónia presente na solução, 
não possibilita o aumento das interações do complexo proteína-proteína e consequente 
precipitação da ficocianina.  
 
4.4.2 Purificação dos extratos 
 
O processo de purificação foi realizado para as amostras em pó que apresentaram 
melhores rendimentos, nomeadamente: os extratos resultantes da extração por 
solvente aquoso ao fim de 2 e 4 horas e extratos obtidos ao fim de três ciclos de 
congelação/descongelação. 
Tendo em conta o gráfico da Figura 4.7, utilizou-se uma solução de sulfato de amónia 
a 60 % de saturação para promover a precipitação de ficocianina. A elevada 
percentagem de saturação possibilitou a realização de apenas um passo de purificação, 
evitando-se, desta forma, a necessidade de executar uma precipitação fracionada. 
Nos gráficos das Figuras 4.8 e 4.9 apresentam-se os resultados referentes à purificação 
dos extratos de ficocianina obtidos de biomassa seca em spray dryer e solar dryer, 
respetivamente. Na Figura 4.10 exibe-se uma imagem ilustrativa dos resultados obtidos. 
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Figura 4. 8 - Resultados obtidos para a purificação dos extratos de ficocianina com origem em biomassa 
seca em spray dryer. 
 
Figura 4. 9 - Resultados obtidos para a purificação dos extratos de ficocianina com origem em biomassa 
seca em solar dryer. 
 
 
Figura 4. 10 -Extratos após precipitação com solução 60 % (NH4)2SO4.
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De um ponto de vista global, verifica-se uma diminuição do teor de proteína total nas 
amostras após a precipitação com (NH4)2SO4, sendo um indicador genérico do aumento 
da pureza dos extratos. Contudo, será necessário fazer uma abordagem mais detalhada 
de forma a adquirir uma perceção mais completa dos resultados. 
No que diz respeito às experiências relativas aos extratos conseguidos ao fim de 2 horas, 
as amostras iniciais possuíam 0,201 mg (Figura 4.8) e 0,240 mg (Figura 4.9) de 
ficocianina. Após precipitação com 60 % de solução saturada de (NH4)2SO4, as amostras 
passaram a ter 0,193 mg e 0,236 mg com uma razão de pureza de 0,65 e 0,64, 
respetivamente. O aumento da razão de pureza é justificado pela diminuição de 38 % 
(Figura 4.8) e 25 % (Figura 4.9) do teor de proteína total.  
 Com este modo de operação, atingiu-se percentagens de recuperação de ficocianina 
elevadas (99,1 % e 98,4 %), no entanto, não se alcançou a razão de pureza mínima 
necessária para aplicações alimentares (0,7). 
Relativamente aos ensaios referentes aos extratos obtidos ao fim de 4 horas, os 
experimentos apresentavam uma massa inicial de ficocianina de 0,233 mg (Figura 4.8) 
e 0,204 mg (Figura 4.9). Após o procedimento de precipitação, alcançou-se uma 
percentagem de recuperação do pigmento de 79,8 % e 96,5 % com uma razão de pureza 
de 0,66 e 0,69, respetivamente. Os resultados evidenciaram uma grande proximidade 
de valores comparativamente com os ensaios relativos aos extratos de 2 horas.  
Por fim, as experiências referentes às amostras resultantes da extração por 
congelamento/descongelamento alcançaram os melhores resultados para a purificação 
de ficocianina. Nestes ensaios, partiu-se com uma massa de ficocianina de 0,179 mg 
para os extratos provenientes do pó seco em spray dryer e 0,236 mg para as amostras 
obtidas a partir de biomassa granulada seca em secador solar. A etapa de purificação 
conduziu a uma perda de 12 % e 9 % de ficocianina, tendo possibilitado a obtenção de 
razões de pureza de 0,88 e 0,73, respetivamente. 
Nas Tabelas 4.12 e 4.13 encontram-se apresentados os dados referentes ao processo 
de purificação de todas as amostras estudadas. Esta tabela tem o intuito de simplificar 
a compreensão dos dados obtidos e possibilitar uma maior facilidade na comparação 
dos mesmos. 
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Tabela 4. 12 – Dados referentes ao processo de purificação para as amostras secas em spray dryer. 
Amostra 
Razão Pureza 
Inicial 
Razão Pureza  
Final 
Percentagem 
perda FC 
Extração 2h 
 
0,53 
 
0,65 4 % 
Extração 4h 
 
0,50 
 
0,66 15 % 
Extração 3 ciclos 
C/D 
0,55 
 
0,88 12 % 
 
Tabela 4. 13 - Dados referentes ao processo de purificação para as amostras secas num secador solar. 
Amostra 
Razão Pureza 
Inicial 
Razão Pureza 
Final 
Percentagem 
perda FC 
Extração 2h 
 
0,57 
 
0,64 1 % 
Extração 4h 
 
0,53 
 
0,69 4 % 
Extração 3 ciclos 
C/D 
0,59 0,73 9 % 
 
Analisando ainda a razão Abs 620 Abs 280⁄ , os espetros de absorvância de todas as 
amostras finais, registaram um aumento do pico de absorvância a 620 nm e diminuição 
do pico a 280 nm. O decréscimo do teor de proteína total e remoção de outros 
pigmentos dos extratos de ficocianina justificam as alterações mencionadas. 
Os autores Kamble et al., (2013) estudaram o processo de purificação de ficocianina 
recorrendo à precipitação com (NH4)2SO4  e cromatografia de filtração gel. Estes 
autores, através da aplicação de uma solução com uma percentagem de saturação de 
50 %, obtiveram uma razão de pureza de 0,63. A aplicação do método cromatográfico 
possibilitou-lhes o aumento da razão de pureza para 2,31. 
Por outro lado, Kumar et al., (2014) estudaram o mesmo processo de purificação tendo 
registado resultados distintos. A precipitação levada a cabo com uma solução (NH4)2SO4 
a 65 % resultou na obtenção de ficocianina com uma razão de pureza de 1,5 com uma 
percentagem de recuperação de 80 %. Os autores aplicaram ainda uma cromatografia 
de troca aniónica tendo proporcionado a obtenção de ficocianina de grau analítico 
(razão pureza de 4,5). 
Já autores como Minkova et al., (2003) e Silva et al., (2009), também se dedicaram à 
purificação de ficocianina recorrendo à técnica de precipitação com (NH4)2SO4. Os 
Estudo dos processos de extração e purificação do pigmento ficocianina de cianobactérias. 
 
46 
 
autores obtiverem razões de pureza de 0,95 e 0,62 respetivamente. Os valores de 
pureza apresentados neste estudo aproximam-se muito dos resultados alcançados 
pelos autores referidos. 
Neste estudo, apenas foi abordada a técnica de precipitação direta com solução 
saturada de (NH4)2SO4, como tal, apenas podem ser comparados os resultados 
encontrados na literatura para a mesma técnica. Desta forma, os dados obtidos são 
satisfatórios e vão de encontro ao esperado teoricamente
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5 Conclusão 
 
Os resultados obtidos neste trabalho atingiram os objetivos iniciais propostos para 
extração e purificação do pigmento ficocianina a partir de diferentes biomassas da 
microalga A. platensis.  
De entre os solventes estudados, o tampão fosfato de potássio 100 mM e pH 6,5 revelou 
maiores quantidades de ficocianina extraídas tendo sido o escolhido para proceder aos 
restantes ensaios efetuados. Foi possível ainda concluir que, com o aumento da 
concentração, a solução tampão acetato de sódio-ácido acético, afetou 
significativamente a estabilidade de ficocianina, tornando-se numa má escolha para 
proceder à etapa de rutura celular.  
Efetuando uma comparação entre os métodos estudados, a extração de ficocianina por 
adição de solvente aquoso possibilitou bons rendimentos de extração. Para este 
método atingiu-se um rendimento máximo de 74 % utilizando biomassa seca em 
secador solar. Este rendimento corresponde a uma massa de ficocianina extraída de 
76,2 ± 2,4 mg. g-1 peso seco de biomassa.  
O método de congelamento / descongelamento permitiu a obtenção de rendimentos 
próximos dos referidos acima. Para a mesma biomassa e recorrendo a três ciclos de 
congelação / descongelação foi conseguido um rendimento máximo de 73 %, 
correspondendo a uma massa de ficocianina de 74,4 ± 0,4 mg. g-1 peso seco.  
Por conseguinte, torna-se inconclusiva a escolha do método de lise celular que 
proporciona maiores quantidades de ficocianina extraída, tendo ambos reportado bons 
rendimentos extrativos.  
Para o método de desintegração celular ultrassónico registaram-se valores mais baixos 
comparativamente com os restantes procedimentos. Atingiram-se rendimentos de 
extração de 8 %, 68 % e 56 % para a cultura, pó seco em spray dryer e biomassa 
granulada seca em solar dryer, respetivamente. Para além disto, por se tratar de um 
método mais abrasivo, a pureza dos extratos obtidos foi mais baixa comparativamente 
com os métodos referidos anteriormente.  
A purificação das amostras foi conduzida com o intuito de aumentar a pureza até os 
valores mínimos necessários para aplicações alimentares. Os melhores resultados 
foram alcançados para os extratos de ficocianina provenientes da extração por 
congelamento / descongelamento. Para estes ensaios a etapa de purificação conduziu 
a perdas de 12 % e 9 % de ficocianina, tendo possibilitado a obtenção de razões de 
pureza de 0,88 e 0,73, para o pó seco em spray dryer e biomassa seca em solar dryer, 
respetivamente. Tendo em conta que estes resultados foram conseguidos numa 
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precipitação de etapa única, pode-se concluir que os valores apresentados são 
positivos, tendo-se alcançado os valores mínimos necessários para aplicações 
alimentares (0,7).  
Por fim, com base nos dados obtidos neste trabalho é possível concluír que um processo 
de obtenção de ficocianina estaria baseado numa extração com biomassa granulada 
seca em solar dryer através da aplicação do solvente aquoso fosfato de potássio 100 
mM pH 6,5 seguido de uma etapa de purificação por precipitação com uma solução 
60_% (NH4)2SO4. Uma precipitação fracionada mediada pelo mesmo agente precipitante 
possibilitaria razões de pureza mais elevadas, contudo poderia conduzir também a 
maiores perdas de ficocianina.   
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6 Sugestões para trabalhos futuros 
 
A análise dos resultados obtidos após a realização deste trabalho permite sugerir que, 
em trabalhos futuros sejam efetuadas as seguintes alterações: 
 
 Analisar a estabilidade da ficocianina alterando parâmetros físico-químicos; 
 
 Estudar o processo de extração com outro tipo de solventes aquosos que 
permitam a manutenção da estabilidade dos pigmentos fotossintéticos; 
 
 Caracterização do extrato bruto de ficocianina de uma forma mais completa e 
funcional; 
 
 Realização de uma precipitação fracionada com o intuito de aumentar a razão 
de pureza dos extratos de ficocianina; 
 
 Estudar outros compostos de interesse da cianobactéria Arthrospira platensis 
como p.ex. outros pigmentos com possibilidade aplicação biotecnológica e 
polissacáridos da Spirulina; 
 
 Ampliar a escala de extração e purificação de modo a obter maiores 
quantidades de ficocianina para a indústria. 
 
 Acrescentar outros tipos de cianobactérias existentes e estudar a sua 
capacidade biotecnológica.  
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Anexo A 
 
Preparação das soluções tampão 
 
Para preparar as soluções tampão necessárias para efetuar a rutura celular foi 
necessário ter em conta cálculos prévios fundamentais para obtenção das 
características desejadas. Para isso, preparou-se para cada uma 1 L de solução de 
concentração 0,1 mol.L-1 tendo-se realizado, posteriormente, as respetivas diluições 
para obtenção das diferentes concentrações pretendidas. De seguida, apresentam-se 
os cálculos efetuados para cada uma das soluções preparadas. 
 
 Tampão Fosfato de Sódio pH 6,3. 
 
𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + log 
𝑏𝑎𝑠𝑒
á𝑐𝑖𝑑𝑜
 (A.1) 
 
𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 +  log 
[𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4]
[𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4]
 (A.2) 
 
6,3 = 7,20 +  log 
[𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4]
[𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4]
 (A.3) 
6,3 = 7,20 +  log 𝑦 (A.4) 
10−0,9 = 𝑦 (A.5) 
0,126 = 𝑦 (A.6) 
0,126 × [𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4] =  [𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4] (A.7) 
[𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4] +  0,126 ×  [𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4] = 0,1 (A.8) 
[𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4] =  
0,1
1,126⁄  ↔  0,0888 𝑚𝑜𝑙. 𝐿
−1  (A.9) 
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Tendo em conta este valor, foi possível determinar a concentração do ácido 
correspondente através da aplicação da equação A.7. Após isto calculou-se a massa 
que seria necessária pesar para se obter num litro de solução a concentração desejada. 
 
 
 Solução Tampão Fosfato de Potássio pH 6,5. 
 
De igual modo ao exemplo anterior preparou-se a solução tampão fosfato de potássio.  
 
6,5 = 7,20 +  log 
[𝐾2𝐻𝑃𝑂4]
[𝐾𝐻2𝑃𝑂4]
 (A.10) 
0,199 = 𝑦 (A.11) 
0,199 ×  [𝐾𝐻2𝑃𝑂4] =  [𝐾2𝐻𝑃𝑂4] (A.12) 
[𝐾𝐻2𝑃𝑂4] +  0,199 ×  [𝐾𝐻2𝑃𝑂4] = 0,1 (A.13) 
[𝐾𝐻2𝑃𝑂4] =  
0,1
1,199⁄  ↔  0,0834 𝑚𝑜𝑙. 𝐿
−1  (A.14) 
 
 
 Solução Tampão acetato de sódio-ácido acético pH 6,0. 
 
A preparação da solução tampão acetato de sódio-ácido acético procedeu-se de igual 
modo aos exemplos apresentados anteriormente. No entanto foi necessário ter em 
conta um pKa da solução diferente – 4,74. 
6 = 4,74 + log 
[𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂
−]
[𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻]
 (A.15) 
1,260 × [𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻] = [𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂
−] (A.16) 
[𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻] +  1,260 ×  [𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻] = 0,1 (A.17) 
[𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻] =  
0,1
2,260⁄  ↔  0,0442 𝑚𝑜𝑙. 𝐿
−1  (A.18) 
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Anexo B  
 
Construção curva calibração para determinação do teor de 
proteínas. 
 
Para quantificação do teor de proteínas totais nas amostras segundo método de Lowry, 
foi necessária a construção prévia de uma curva de calibração. Para tal, prepararam-
se cinco soluções padrão de BSA, de concentração compreendida entre 0,00 e 0,40 
mgl.L-1. Para cada um dos padrões efetuou-se a leitura espetrofotométrica a 750 nm. 
Na tabela A.1 apresentam-se os resultados referentes às absorvâncias dos padrões lidos. 
Na figura A.1 exibe-se a curva de calibração obtida.  
 
Tabela B. 1 - Dados referentes à construção da curva de calibração de proteínas. 
Concentração do Padrão 
(mg/mL) 
Volume de BSA 
(µL) 
Volume de H2O 
(mL) 
Absorvância 
0,00 0 2 0 
0,10 100 1,9 0,118 
0,20 200 1,8 0,244 
0,30 300 1,7 0,348 
0,40 400 1,6 0,436 
 
 
Figura B. 1 - Curva de calibração usada para determinação do teor de proteínas totais nas amostras. 
y = 1,102x + 0,0088
R² = 0,9954
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Anexo C 
 
Preparação das soluções de (NH4)2SO4 
 
A preparação das diferentes soluções de (NH4)2SO4 necessárias para proceder ao estudo 
da precipitação de proteínas envolveu a preparação prévia de uma solução 100 % 
saturada de (NH4)2SO4. Para tal, teve-se em conta a solubilidade deste composto em 
água sendo de 76,4 g / 100 g de água à temperatura de 25 ᵒC. 
Posteriormente, com base na equação C.1, prepararam-se as restantes soluções para 
as percentagens desejadas (20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, e 70 %). 
 
Ci  × Vi  =  Cf  × Vf (C.1) 
 Na qual,  
𝐶𝑖 -  Percentagem de saturação inicial – 100 %; 
𝑉𝑖 – Volume de solução inicial; 
𝐶𝑓 – Percentagem de saturação final  
𝑉𝑓 – Volume de solução final 
 
 Exemplo de Cálculo – Percentagem de saturação 20 %. 
 
100 % ×  𝑉𝑖  =  20 % × (0,5 + 𝑥) (C.2) 
𝑉𝑖 = 0,125 𝑚𝐿 ↔ 125 𝜇𝐿 (C.3) 
 
